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“Knowledge is a treasure, but practice is the Rey to
it. Do the difficult things while they are easy and
do the great things while they are small. The
journey of a thousand miles must begin with a
single step. Watch your step.”

(Lao Tzu)


https://www.goodreads.com/author/show/2622245.Lao_Tzu

“The struggles I'm facing

The chances I'm taking
Sometimes might knock me down
But no, I'm not breaking
I may not know it
But these are the moment that I'm gonna remember most and

Just gotta keep going...

..And I, I got to be strong

Just keep pushing on, cause

There's always gonna be another mountain
I'm always gonna want to make it move
Always gonna be an uphill battle
Sometimes I'm going to have to lose
Ain't about how fast I get there
Ain't about what's waiting on the other side
It's the climb...

...Keep on moving
Keep climbing
Keep the faith
Baby...

..It's all about the climb

Keep the faith...”

(‘Che Glimb - CMiley Glrus)
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Santezi C. Eficéacia da inativacdo fotodindmica mediada pela curcumina em diferentes
formulacGes sobre biofilme e efeito nas propriedades de materiais restauradores resinosos
e esmalte dental [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

Resumo

A formacédo de biofilmes em dentes e mucosas € considerada principal fator associado ao
desenvolvimento de infec¢Bes bucais. Antimicrobianos topicos, como a clorexidina
(CLX), séo utilizados para descontaminacdo de lesbes cariosas, bolsas periodontais, e
descontaminacao bucal previamente a procedimentos cirdrgicos, porém podem promover
efeitos adversos, além da possibilidade de promover resisténcia nos micro-organismos
(MOs). Dessa forma, a busca por tratamentos antimicrobianos alternativos, como a
Inativagdo Fotodindmica (PDI) é muito relevante nas ciéncias odontoldgicas. Estudos
prévios sugeriram que a curcumina (CUR) pode ser um promissor fotossensibilizador
para PDI, porém existem ainda alguns aspectos que precisam ser mais bem avaliados.
Assim, o presente estudo avaliou a eficacia da PDI mediada pela CUR para eliminacéo do
biofilme dental e a existéncia de possiveis efeitos que essa terapia pode promover sobre
algumas propriedades de materiais restauradores e superficie dental. O projeto foi
dividido em trés estudos consecutivos sendo que o Estudo 1 avaliou a eficacia da PDI
utilizando diferentes formulagdes de CUR (liqguida — DMSO a 10%; microemulsao
eumulgin, hidrogel quitosana e microemulsdo &cido oleico) sobre biofilmes mono-espécie
de Streptococcus mutans (UA 159 ATCC 700610; Sm), Lactobacillus casei (ATCC
4646; Lc) e Candida albicans (ATCC 90028; Ca) formados in vitro. Previamente a
realizacdo dos tratamentos, a analise da taxa de fotodegradacdo das diferentes
formulagGes e concentragdes (20, 40, 60 e 80 uM) de CUR nos sistemas de hidrogel foi
realizada e os resultados mostraram que, para o0 tempo de PDI proposto, as unicas
formulagBes em hidrogel que poderiam ser utilizadas seriam a de quitosana (R?=0,989) e
a de é&cido oleico (R?=0,976), ambas na concentracdo de 80 pM. Em seguida a
padronizacdo da concentracdo celular de cada espécie foi estabelecida para o crescimento
do biofilme e os seguintes grupos de tratamento foram testados para todas as formulagoes
e espécies microbianas avaliadas: C-L- (CUR e luz ausentes; controle negativo), C-L+

(CUR ausente e luz presente - 18J/cm?; LED azul), C+L- (CUR presente e luz ausente) e



C+L+ (CUR e luz presentes; PDI). Os dados passaram por analise descritiva e analise
inferencial (ANOVA two way seguida do pds- teste Games Howell), indicando que o
efeito da formulacgdo, do tratamento e da interagédo entre eles foi altamente significativo (p
< 0,0001) para as trés espeécies testadas, sendo os grupos PDI mediados pela formulacéo
veiculada em DMSO os que evidenciaram maior acdo antimicrobiana para todos os MOs
avaliados. Dentre as formulagbes em hidrogel, aquela que promoveu efeito
antimicrobiano foi a veiculada no sistema denominado hidrogel acido oleico, sendo essa a
formulacdo de escolha para a realizacdo dos estudos subsequentes. O Estudo 2 avaliou o
efeito da PDI mediada pela CUR veiculada no sistema denominado hidrogel &cido oleico
sobre a estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de corpos de prova
confeccionados em esmalte dental bovino e resinas compostas. Os grupos de tratamento
avaliados foram CN (controle negativo), AcO (controle positivo) e PDI. Os dados foram
analisados descritivamente e, em seguida, andlise inferencial (ANOVA de medidas
repetidas mista seguida por pés-teste de Sidak para as variaveis “estabilidade de cor” e
“microdureza” e Games Howell para a “rugosidade superficial”) foi realizada para as trés
varidveis, sendo considerado para a “estabilidade de cor” somente dois momentos de
leitura (imediatamente e 60 dias apds os tratamentos) e para as varidveis “microdureza’ e
“rugosidade superficial” as leituras efetuadas anteriormente aos tratamentos e 60 dias
apos a realizagdo deles. Os resultados da ANOVA mostraram que para a variavel

29 ¢ 9% ¢

“estabilidade de cor”, os fatores “tempo”, “tratamento”, “resina” e “interagdo entre eles”
foram significativos (p < 0,021), sendo que de forma geral essa alteracao foi maior nas
leituras efetuadas no tempo “60 dias apos os tratamentos”. Para a variavel microdureza
superficial, com excecdo dos fatores “tempo x tratamento” e “tratamento”, todos os
outros se mostraram significativos (p < 0,001), evidenciando que a PDI para as resinas
TPH e AML ndo promoveu qualquer efeito deletério sobre essa propriedade; por outro
lado, para a resina Z350, na leitura realizada no tempo “60 dias apds os tratamentos”,
houve reducdo da dureza quando comparada com os grupos CN e AcO, sugerindo efeito
negativo da terapia sobre a microdureza. A ANOV A mostrou que o fator “tempo” ndo foi
significativo (p = 0,991), tendo sido significativo somente os fatores ‘“‘superficie”,
“tratamento” e “superficie x tratamento” (p < 0,001). Além disso, foi possivel verificar

com os resultados que a rugosidade superficial das resinas TPH e Z350 néo foi alterada,



enguanto que a rugosidade da resina AML foi reduzida apo6s realizacdo dos tratamentos.
Diferentemente, para os corpos de prova confeccionados em esmalte dental bovino, as
trés variaveis investigadas ndo sofreram qualquer efeito negativo frente a realizacdo dos
tratamentos, tendo sido significativo somente o fator “tempo” (p < 0,002). O Estudo 3,
piloto, avaliou a eficacia do protocolo de PDI previamente estabelecido sobre biofilmes
multiespécies formados sobre blocos de esmalte dental bovino in situ. Para isso, apos
aprovacdo pelo comité de ética em pesquisa desta faculdade, 7 voluntérios foram
selecionados, moldados para confeccdo de dispositivo intra-bucal e orientados quanto ao
uso do aparelho para formacao do biofilme (48 horas). A etapa microbioldgica consistiu
na remocéo dos blocos de esmalte do dispositivo, realizagdo dos tratamentos (C+L+ e C-
L-) e quantificagdo das células vidveis em meios de cultura especificos para Sm, Lc,
Candida spp e em meio inespecifico para crescimento de MOs em geral. Os dados foram
tratados e a andlise inferencial (MANOVA seguida de ANOVA a um fator) demonstrou
que o fator “grupo de tratamento” foi altamente significativo (p < 0,001) sobre a
viabilidade microbiana, sendo observado eficacia da PDI sobre Sm e MOs em geral.
Desse modo, conclui-se que embora a eficacia da PDI mediada pela CUR para reducdo de
biofilmes formados in vitro tenha sido comprovada, esta se encontra diretamente
relacionada ao tipo de veiculo usado para a solubilizagdo do fotossensibilizador. Além
disso, o protocolo “CUR a 80 UM veiculada em hidrogel acido oleico associada a dose de
18J/cm? com tempo de pré-irradiagio de 5 minutos” se mostrou eficaz para a reducio
guantitativa de Sm e MOs em geral de biofilmes crescidos in situ e ndo apresentou
qualquer efeito deletério na estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de
esmalte dental bovino. Em contrapartida, para algumas resinas, efeitos negativos sobre
essas propriedades foram observados. Assim, 0 uso desse protocolo parece ser seguro
sobre superficies de esmalte dental, enquanto que para resinas, uma avalia¢do criteriosa
previamente ao uso deve ser realizada, entretanto mais investigacdes sdo necessarias para

melhor compreenséo dos achados.

Palavras-chaves: Carie dentaria. Curcumina. Fotoquimioterapia. Placa dentaria.
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Santezi C. Efficacy of Curcumin-mediated photodynamic inactivation against dental
biofilms and evaluation of possible changes on the properties of composite resins and
dental surface. [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

Abstract

Formation of dental biofilm is the main factor associated to development of oral
infections. Although topic antimicrobials, such as chlorhexidine (CHX), have been used
to decontaminate the oral surfaces, they may promote adverse effects on hard and soft
tissues as well as the possibility of promoting microbial resistance. Thus, the
investigation of alternative antimicrobial treatments, such the Photodynamic Inactivation
(PDI), is relevant to dental sciences. Previous research suggested that the curcumin
(CUR) might be a promising photosensitizer for PDI, but there are some aspects that need
to be better evaluated. The aim of this study was to assess the efficacy of CUR-mediated
PDI against dental biofilms and the existence of possible negative effects of PDI on the
properties of composite resins and dental surface. The research was divided into 3
consecutive studies. The study 1 aimed to evaluate the PDI efficacy using different CUR
formulations (liquid — DMSO (dimethylsulfoxide) at 10%; eumulgin hydrogel, chitosan
hydrogel and oleic acid hydrogel) on mono-species biofilm of Streptococcus mutans (UA
159 ATCC 700610; Sm), Lactobacillus casei (ATCC 4646; Lc) and Candida albicans
(ATCC 90028; Ca) formed in vitro. Prior to the execution of the treatments, the
photodegradation rate of each formulation in concentrations 20, 40, 60 and 80 UM was
performed and the results showed that the chitosan hydrogel (R?=0,989) and oleic acid
hydrogel (R?=0,976) were able to be used in the tests, both at 80 uM. Then, cell
concentration of each species was standardized in order to the grow biofilm and the
following treatment groups were tested for all formulations and evaluated species: C-L-
(no CUR and light; negative control), C-L+ (no CUR and with light - 18J/cm?; blue
LED), C+L- (with CUR and no light) and C+L+ (with both CUR and light; PDI). Data
were analyzed descriptvely and inferential analysis (two-way ANOVA followed by
Games Howell test) indicated that the effect of the formulation, treatment and the

interaction between them was highly significant (p < 0,0001) for the three species tested,



and the PDI groups mediated by the formulation of DMSO at 10% presented the best
antimicrobial activity for all evaluated microrganisms (MOs). Among the hydrogel
formulations, oleic acid hydrogel promoted antimicrobial effect, thus it was selected for
conducting subsequent studies. Study 2 evaluated the effect of PDI-mediated CUR
carried in a system called hydrogel oleic acid on the stability of color, hardness and
surface roughness of specimens made of bovine enamel and composite resins. The
treatment groups evaluated were CN (negative control), AcO (positive control) and PDI.
Data were analyzed descriptively and then, inferential analysis (ANOVA mixed repeated
measures followed by Sidak post-test for variables "color stability" and "microhardness”;
Games and Howell for "surface roughness") was performed. However, to do the analysis
for the “color stability" variable, it was considered only 2 moments of color measurement
(immediately and 60 days after treatment). In the same way, the measurements for
"hardness" and "surface roughness™ were assessed prior to treatment and 60 days after
performing them. To the "color stability”" variable, the ANOVA results showed that the
factors "time", "treatment”, "resin” and "interaction between them" were significant (p <
0.021) on the color change of resins, and, in general, this change was greater in the
measurements assessed in time "60 days after the treatments”. For the microhardness
variable, except the factors "time x treatment" and "treatment”, all others were significant
(p < 0,001), showing that PDI for TPH and AML resins did not cause any deleterious
effect on this property. On the other hand, for the resin Z350, the measurements
performed at time "60 days after the treatment"”, showed a reduction in hardness values
compared to the values found in CN and AcO groups, suggesting that PDI promoted a
negative effect on the hardness. ANOVA showed no significance on factor "time" (p =
0.991), but it showed that the factors "surface”, "treatment” and "treatment x area" was
significant (p < 0.001). In addition, results showed that the surface roughness of TPH and
Z350 resins did not change, while the AML was reduced after both treatments.
Differently, for the specimens prepared with dental enamel, the three investigated
variables did not suffer any negative effect after the treatments, and the factor “times”
was the only one considered significant (p < 0.002). Study 3, a pilot, evaluated the
effectiveness of the PDI protocol previously established on multi-species biofilms formed

on bovine enamel blocks in situ. For this, after approval by the ethics committee in



research of this faculty, 7 volunteers were selected and impressions were taken for
making intra-oral device. They also were instructed on the use of the device for biofilm
formation (48 hours). Microbiological step consisted in removal of enamel blocks of the
device, application of the treatments (C+L+ and C-L-) and quantification of viable cells
in specific culture media for Sm, Lc, Candida spp and unspecific media for MOs general
growth. The data were processed and inferential analysis (MANOVA followed by
ANOVA by a factor) showed that the factor "treatment group” was highly significant (p
<0.001) on Sm and general MOs viability. Thus, in conclusion, although the efficacy of
PDI mediated by CUR in order to reduce biofilms formed in vitro has been established,
the efficacy is directly related to the type of vehicle used for solubilization of the
photosensitizer. Furthermore, the protocol "CUR at 80 pM carried by hydrogel oleic acid
associated with fluence of 18J/cm? with pre-irradiation time of 5 minutes" was effective
for the quantitative reduction of Sm and MOs in general of the biofilms which grown in
situ and showed no deleterious effect on color stability, hardness and surface roughness
of tooth enamel. However, for some resins, negative effects on these properties were
observed. Thus, the use of this protocol appears to be safe on surfaces of enamel, while
for resins, a careful evaluation prior to use should be made. Thus, more investigations are

necessary in order to better understand the findings.

Key words: Curcumin. Dental Caries. Dental Materials. Dental Plaque.

Photochemotherapy.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal do ser humano hospeda mais de 700 espécies de micro-
organismos incluindo bactérias e fungos °. Alguns desses micro-organismos colonizam as
estruturas dentais e protéticas por meio da formacéo de biofilme, principal fator associado
ao desenvolvimento de infecgBes bucais 7 12 35 41, 52-54, 69,92, 141, 145, 148-149 " 5 piofilmes
sdo comunidades de micro-organismos aderidos a uma superficie, organizados em
camadas de células e envoltos em uma matriz polimérica extracelular 35 4. 69, 92,102-103, 141,
148, De forma geral, a organizagdo dos micro-organismos em biofilme provoca uma
diminuicdo consideravel na susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, dificultando a
acdo das drogas e aumentando a resisténcia aos diferentes agentes 4% 6% 148,

A placa dentaria é o biofilme mais antigo ja descrito na literatura e pode ser
composto por diferentes espécies que interagem combinando-se em arranjos complexos -
4,34, 36-37, 81, 84, 96, 122, 131, 144, 163 Entre essas espécies destaca-se a atuacdo de Lactobacillus
36-37, 63,81, 96, 149 o dJe estreptococos do grupo mutans, sendo o Streptococcus mutans (Sm)
considerado o principal agente etiologico da carie dental 34 36-37.47. 81,89, 96, 131 ' A c3rje é
considerada uma das enfermidades mais frequentes no ser humano '° sendo que no
Brasil, dados relatados pelo Projeto SB Brasil 2010 apontam que ela ainda é uma doenca
muito frequente na populacdo e continua sendo a principal razdo para a perda do
elemento dental 124, Por isso, a busca de técnicas novas ou complementares que auxiliem
na prevencdo da carie e no tratamento minimamente invasivo das lesbes possui grande
relevancia. Diferentes procedimentos e produtos tém sido utilizados para prevenir a
instalacdo e controlar a progressdo do processo carioso e doenca periodontal, tais como a
eliminacdo mecénica da placa bacteriana por meio de profilaxia dental, a raspagem e o
alisamento radicular, a aplicacéo topica de fldor e a utilizagdo de antimicrobianos como a
clorexidina (CLX) e o triclosan 16 2L 92 94,99, 101, 143145~ Além da cérie, os biofilmes
microbianos presentes na cavidade bucal sdo associados ao desenvolvimento de outras
condicGes patoldgicas, como doencas periodontais e endodénticas, candidose orofaringea,
estomatite protética, mau halito e peri-implantite 13 15-17. 31,34, 38, 45,52-54, 61, 64-67, 73, 77 Qytra
importante implicagdo da presenca de micro-organismos patogénicos na cavidade bucal é
o risco de infec¢des durante procedimentos cirdrgicos. O elevado numero de bactérias na

cavidade bucal é apontado como a principal causa de infec¢des locais apos cirurgias orais
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e, por essa razdo, a profilaxia antibidtica sistémica e a descontaminacdo local com
antissépticos sdo indicadas previamente aos procedimentos cirtirgicos 17127145,

A clorexidina (CLX) é o antimicrobiano mais frequentemente utilizado tanto para
descontaminacdo de sitios infecciosos, lesdes cariosas e bolsas periodontais, como para
descontaminac&o bucal previamente a procedimentos cirdrgicos 1" 13 127 145 Apesar de
sua eficiente reducdo microbiana, a utilizacdo intrabucal de enxaguatorios de CLX pode
promover efeitos adversos, como a alteracdo de paladar, sensacdo de queimacéo,
manchamento de dentes e materiais restauradores e, mais raramente, irritacdo das
mucosas e alergias 6. Além disso, o desenvolvimento de cepas resistentes a CLX ja vem
sendo apontada na literatura %8 % 1% Por isso, a busca por tratamentos antimicrobianos
alternativos € muito relevante nas ciéncias odontoldgicas.

Nos altimos anos, a Terapia Fotodindmica (do inglés Photodynamic Therapy ou
PDT) vem sendo apontada como modalidade terapéutica promissora para a inativacdo de
micro-organismos bucais 51-54, 91, 104, 106-108, 119, 123, 125, 127-128,131, 136, 141-142, 145, 147, 157, 159-162,
especialmente visando sanar os problemas relacionados com a resisténcia dos micro-
organismos aos antibidticos e antifingicos convencionais 3% 8 120 A PDT, quando
aplicada com o intuito de inativar micro-organismos, é também denominada de
Quimioterapia Fotodindmica Antimicrobiana (do inglés Photodynamic Antimicrobial
Chemotherapy, PACT) ™ e Inativagdo Fotodindmica (do inglés Photodynamic
Inactivation, PDI) ", sendo este o termo adotado nesse trabalho.

O processo fotodinamico requer a utilizacdo de um agente fotossensibilizador
(FS), a aplicacdo de uma luz que seja correspondente a banda de absorcdo do FS, e a
presenca de oxigénio 28 34 51, 79-80, 141, 154, 165 Tem sjdo sugerido que esse mecanismo
envolve a absorgdo de fotons pelo FS, levando seus elétrons a um estado excitado & 28 34
51, 79-80, 141, 154165 que pode reagir com moléculas vizinhas por meio da transferéncia de
elétrons ou hidrogénio (reacdo do tipo 1) ou pela transferéncia de energia ao oxigénio
(reacdo do tipo 1), culminando na producéo de espécies reativas 8 28 34 51, 79-80, 141, 154,165
Ambos os caminhos podem levar & morte celular e a ocorréncia do tipo de reacdo pode
estar relacionada com as caracteristicas do FS empregado 8 28 34 51, 79-80, 82,132, 141, 146, 154,
185, Como as espécies reativas formadas durante o processo fotodindmico parecem

possuir reatividade ndo especifica com moléculas organicas, significa que qualquer
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macromolécula celular pode ser um alvo em potencial & 34 79-80. 141,13 'por jsso, a PDI
parece possuir uma importante vantagem em comparacdo aos antimicrobianos
convencionais, j& que a multiplicidade de alvos torna improvavel o desenvolvimento de
resisténcia pelos micro-organismos expostos. Além disso, ja foi mostrado que a PDI pode
possuir efeito sinérgico com antibioticos convencionais, potencializando a acdo de ambos
no combate a biofilmes . Outro aspecto importante relacionado a PDI é a possibilidade
desta terapia desarticular a estrutura e diminuir a biomassa de biofilmes > ™. Por ser um
tratamento minimamente invasivo e com grande potencial antimicrobiano, a PDI pode ter
ampla utilizacdo na Odontologia contribuindo para sanar as deficiéncias dos tratamentos
antimicrobianos atualmente disponiveis.

Muitas investigacOes laboratoriais vém mostrando que tanto bactérias como
fungos da cavidade bucal, incluindo os envolvidos com 0 processo carioso, possuem
susceptibilidade a diferentes protocolos de PDI 27 6 67, 119, 159160 " Eqydos como os de
Fimple et al. ®1, Fontana et al. % e Dovigo et al. %, entre outros, vém mostrando que um
grande niimero de micro-organismos bucais € susceptivel a essa terapia 84 -4 77, 85,91, 97-
98, 102, 104, 106-108, 119-120, 123, 127-128, 131, 141-142, 144-147, 159. Especificamente como método de
desinfeccdo ou controle microbiano incluem-se a reducdo bacteriana em canais
radiculares, em bolsas periodontais, sitios com peri-implantite, descontaminacéo oral
previamente a cirurgias e lesdes de carie 38 52-54 65, 77, 8, 123, 127128, 141-142, 159 Empora o
volume de informacdes acerca da eficacia da PDI tenha crescido de forma substancial na
literatura cientifica internacional, ainda se percebe uma grande dificuldade em tornar a
PDI uma técnica aplicavel clinicamente. Uma das razdes que pode ser sugerida para tal
dificuldade se refere ao modelo microbiano utilizado nos estudos laboratoriais. Muitos
concluem sobre a eficacia da PDI apds sua avaliagdo sobre micro-organismos
planctbnicos, 0s quais, comprovadamente, necessitam de concentracbes de
antimicrobianos 10 a 1000 vezes menores 2 125 15° Por isso, a utilizagdo de biofilmes nos
estudos in vitro pode aproximar as condi¢cdes laboratoriais daquelas que seriam
encontradas clinicamente 3% 128 148 Ainda assim, os modelos in vitro de biofilme
normalmente utilizados sdo muito distantes da realidade intrabucal, como é o caso dos
modelos estaticos e a formagcdo de biofilmes com apenas uma ou duas espécies

microbianas 3 16 5293 9L 120, 131157 " Nessas situacOes, as conclusdes extraidas dos
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experimentos sdo muitas vezes dificeis de serem transferidas diretamente para a situacdo
in vivo e, portanto, nem sempre permitem a definigdo de um protocolo clinico da terapia.
Outra questdo relacionada a dificuldade em se determinar um protocolo clinico
eficaz esta vinculada aos FSs empregados nos estudos. De forma geral, os FSs com maior
destaque sao o azul de toluidina, azul de metileno, rosa bengala, porfirinas, ftalocianinas
e eritrosina 32 70. 128, 132, 142,154, 162 " Além desses, também tem sido sugerido o uso de
fitoterapicos, como a hipericina °® 1% ¢ a curcumina (CUR) 13 15-17. 29, 38-40, 52-54, 106-108, 115,
120,127 Devido a variagio nas propriedades fotofisicas dos diferentes FSs, a comparagio
de resultados entre diferentes estudos € muito dificil de ser realizada. Ainda que o mesmo
tipo de FSs seja empregado em estudos diferentes, existem variacbes no modo de preparo
do composto, nas concentragbes utilizadas e nos tempos de incubacdo antes da
iluminacdo. Uma grande diversidade nos parametros de iluminacdo também é encontrada,
incluindo o tipo de fonte de luz (laseres, diodos emissores de luz ou LEDs, lampadas de
tungsténio entre outras), comprimento de onda e dosimetria empregada. A enorme
diversidade de dados publicados leva, muitas vezes, a resultados conflituosos entre as
diferentes investigacdes e a impossibilidade de se determinar, a partir da literatura, um
protocolo que possa ser avaliado clinicamente com seguranca. Adicionalmente,
resultados incompativeis entre diferentes investigacfes cientificas também podem ser
explicados por problemas durante o delineamento e analises dos dados. S&o muito
frequentes os trabalhos sobre PDI que ndo deixam claro como as etapas de delineamento
e analise foram conduzidas %, impossibilitando que o leitor faca seu julgamento sobre a
confiabilidade dos dados apresentados. Recentemente, editoriais publicados pela revista
Nature chamam a atencéo para o problema da falta de reprodutibilidade entre os estudos
publicados 4. Nesses textos, algumas questdes sdo levantadas como, por exemplo, a falta
de informagdes nos artigos sobre a calibracdo das medidas, o calculo do tamanho das
amostras e o0 poder dos testes estatisticos utilizados para embasar as conclusdes.
Considerando que as pesquisas in vitro constituem o passo inicial na
caracterizagdo de um novo FS e podem fornecer a evidéncia de possiveis protocolos de
tratamento, tais estudos possuem grande relevancia. No entanto, devem ser realizados
buscando a maior semelhanca possivel com a situacdo clinica que se procura simular e

com rigor metodologico que garanta a confiabilidade dos dados obtidos. Modelos de
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formacéo de biofilme in situ tém sido indicados como método adequado para se estudar
tanto a arquitetura e a fisiologia da formacdo do biofilme sobre estrutura dental e
restauradora /» 36-37 47-49, 78, 81, 84, 9, 102, 122, 144 comq o efeito de agentes antimicrobianos
sobre biofimes 20 914315 Estudos com modelos in situ também chamam a atengdo para
a variabilidade inter-individuos que pode ser encontrada na formacao e composicao do
biofilme dental formado 4647 81, 102, 148,153, 163, 169 " A1ém dlisso, a utilizagdo de um modelo
de biofilme in situ associado a um delineamento hierarquico e, consequentemente, a
analise de dados em uma abordagem multinivel, pode permitir a incorporacdo da
variabilidade do efeito antimicrobiano entre os diferentes sujeitos que fornecerdo as
amostras .

Estudos prévios conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que a CUR,
um pigmento natural extraido dos rizomas da planta Curcuma longa L. e conhecida como
a(;afréo-da-l'ndia 57, 133’ parece ser um FS promissor 15-17, 29-31, 38-40, 45, 52-54, 104, 106-108, 115, 120,
123, 127-128, 135-136, 147 nara PDI. Além de suas propriedades fotodindmicas, um ndmero
crescente de estudos tem confirmado o potencial terapéutico da CUR, como seu efeito
anti-inflamatdrio, antioxidante, antibacteriano, antifiingico e antitumoral 2 % 22 57 117, 134,
152 A alta capacidade de absorcio de luz em comprimentos de onda proximos ao azul faz
com que a CUR seja um possivel FS para eliminacdo de micro-organismos. Apesar de
seu grande potencial, a CUR apresenta baixa solubilidade em solugdes aquosas, sendo a
alternativa utilizada nos estudos para a solubiliza¢do do p6, a sua dissolucdo em DMSO
(dimetilsulfoxido) ou etanol previamente a incorporacio de agua 3 27 39-40.52-54, 120,135 'Ng
entanto, a utilizacdo clinica desses solventes ndo é desejavel. Dessa forma, para que a
PDI mediada pela CUR possa ser indicada clinicamente na eliminagdo de micro-
organismos bucais, a investigacdo de veiculos biocompativeis capazes de solubiliza-la
mantendo seu excelente efeito fotodindmico ainda é necessaria.

Além disso, um aspecto que precisa ser investigado previamente ao uso da PDI na
Odontologia é a possibilidade dessa técnica promover alteracdes indesejaveis nas
superficies de materiais restauradores estéticos e esmalte dental, uma vez que os FS
utilizados para PDI sdo substancias corantes 8. Se a aplicacio topica do FS for capaz de
promover alteracdo na cor de restauragOes estéticas que o paciente ja possua e esmalte

dental, ou mesmo em suas propriedades superficiais como a dureza ou a rugosidade
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superficial, a PDI ndo podera ser recomendada com seguranca, pois alteracdes na
rugosidade da superficie poderiam promover maior actimulo de placa dentaria 10 2L 23 43-
44,55, 66, 95,114, 116, 118, 139, 156, 164, 168 anquanto que alteragGes na dureza poderiam acarretar no
desgaste ou diminuicdo da resisténcia superficial a abrasdo, as fraturas, diminuicdo da
resisténcia flexional e resisténcia a compressdo, o que influenciaria diretamente na
|Ongevidade da restaura(;éo 9-10, 21, 24, 35, 42-43, 54-55, 76, 90, 100, 105, 112, 118, 121, 138, 140, 151 e dO
elemento dental 1, 18,50, 72, 88, 101, 111, 158_

Isso deve-se levar em consideracdo uma vez que a CUR possui elevada acao
antioxidante, absorvendo as espécies reativas de oxigénio (ROS) presentes nos tecidos e
quando excitada por luz com comprimento de onda compativel ao seu espectro de
absorc¢do (A= 430+10 nm) se torna altamente instavel & 28 30.39-40. 51115 "qe modo que na
tentativa de voltar ao seu estado fundamental de energia, reage com moléculas
circunvizinhas originando radicais livres como o peroxido de hidrogénio, as hidroxilas
reativas e os superoxidos & 28 30. 39-40, 51, 115,165 - Consjderando o mecanismo de acgdo da
PDI e a possibilidade de liberagdo de radicais livres e outros subprodutos, pode-se supor
gue ndo somente as células microbianas, mas qualquer tecido ou material exposto a acao
fotodindmica, possa sofrer algum dano apds a ocorréncia das reacdes tipo | e 11.

Na Odontologia, a exposicéo de tecidos dentais e restauradores a radicais livres e
subprodutos semelhantes aos formados durante a PDI vem sendo descrita em
investigacOes de clareamento dental. Quando se utiliza a técnica do clareamento caseiro,
0 agente clareador se decompde em ureia e perdxido de hidrogénio, que por sua vez, se
degrada em oxigénio e &gua, a principal responsavel pela degradacdo hidrolitica dos
compodsitos 5% 118, 140. 156, 168 'Essq degradagdo resultara em falha de ligacdo entre a matriz
resinosa e as particulas de carga das resinas, culminando no aumento da rugosidade
superficial da mesma %% 118 140. 156, 168 " ymga reacfo semelhante é observada quando se
realiza a técnica de clareamento em consultério, no entanto, pelo fato da formulagéo
inicial ja ser o perdxido de hidrogénio, este se dissociara em agua e OXxigénio,
desencadeando os mesmos resultados acima descritos para 0s materiais restauradores
resinosos. Em se tratando do esmalte dental, acredita-se que os agentes clareadores bem
como seus subprodutos agem ndo somente sobre as moléculas de pigmentos, mas também

diretamente sobre a matriz organica do esmalte dental, resultando em destruicdo das
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cadeias organicas longas em cadeias curtas por uma reacgdo de oxidagdo » > 158, Alguns
estudos relatam também a existéncia de uma intima relacdo entre a realizacdo do
procedimento clareador e o aumento da rugosidade superficial, da microdureza
superficial e da alteracdo de cor de materiais resinosos e elementos dentais 2% 23 35 90. 1%6,
188 Por outro lado, alguns autores relatam nenhum resultado sobre a microdureza e a
rugosidade em resinas compostas e elementos dentais apds o uso de agentes clareadores
50, 88, 95, 105, 138-139, 158.

Considerando os aspectos ja descritos, entende-se que para que as pesquisas
cientificas da area odontoldgica possam cumprir verdadeiramente seu papel na melhora
das condicdes de saude humana, é essencial que seja feita a traducdo dos novos
conhecimentos gerados pelo avanco nas pesquisas basicas para a prevencdo, diagndstico
e tratamento das doencas na prética clinica. Sem a definicdo de um protocolo eficaz e
seguro ndo sera possivel transpor os resultados da avaliacdo da PDI em pesquisas basicas
para um novo nivel, o das investigacdes clinicas. Assim, este estudo buscou definir um

protocolo eficaz para a Inativacdo Fotodindmica utilizando a curcumina como FS.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Inativacdo Fotodinamica

Segundo Anchordoguy et al.}! (1992), o Dimetilsulfoxido (DMSO) protege
enzimas isoladas, porém desestabiliza proteinas quando submetidas a altas temperaturas.
Devido a este fato, os autores realizaram um estudo no qual investigaram a interacdo de
DMSO com bicamadas de fosfolipidios. Vesiculas de fosfolipidos contendo
carboxifluoresceina foram expostas a véarias concentracbes de DMSO em diferentes
temperaturas. Os valores de escape aumentaram de acordo com a concentragdo de DMSO
e com a temperatura. Mesmo na presenca de solutos conhecidos por neutralizar a
toxicidade de DMSO em tecidos, esse efeito de escape nédo foi reduzido, sendo observado
boa correlacdo entre 0 aumento das taxas de escape e do particionamento de DMSO, de
agua para octanol a temperaturas mais elevadas. Observou-se também que as reducdes
nas vibracdes de CH2 da bicamada também mostraram-se dependentes da concentragédo
de DMSO e da temperatura. Além disso, notou-se também uma reducdo parecida nas
vibracdes de CH2, em solucdes de octanol e DMSO, indicando que este efeito ndo é
mediado através de uma interagdo com agua. A investigacdo de vibracbes sulfoxido
mostraram que 0 DMSO nao é ligado ao hidrogénio para a metade de alcool do octanol e,
por conseguinte, muito provavelmente a interacdo entre DMSO e octanol se deve a uma
associacao hidrofdbica. Os resultados desse estudo condizem com uma desestabilizacdo
das membranas fosfolipidicas, a temperaturas mais elevadas, por consequéncia de uma
associacdo hidrofoba entre DMSO e a bicamada.

Um estudo realizado por Bruzell et al.?® (2005) avaliou o potencial
fotossensibilizador da curcumina para aplicacdes orais. Investigou-se a fotocitotoxidade
da curcumina em ceélulas da glandula salivar (SM 10-12), em cinco preparos aquosos que
consistem em 5% de DMSO, micelas ndo-ibnicas, ciclodextrina, lipossomas, ou um
polimero hidrofilo. Foi avaliada a diferenca de efeitos fototoxicos entre a curcumina
natural e a curcumina sintética. A citotoxicidade em células 10-12 SM, expostos a
curcumina na gama de concentracao de 0,4-13,5 uM foi avaliada por um teste MTT, um
teste microscopico de fluorescéncia de coloragdo, e através de técnicas de Western

immunoblotting. Um ensaio de fluorescéncia foi utilizado para investigar o potencial de
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formacéo de um produto de fotorreaccao, o peroxido de hidrogénio. Como fonte de luz,
utilizou-se uma lampada hal6gena, usada na clinica odontoldgica, emitindo na parte azul
do espectro principalmente. O efeito fototdxico em céluas SM10-12 se mostrou
dependente da concentracao de curcumina, da dose de luz e do tipo de preparo. A inducéo
da fototoxicidade da curcumina natural e sintética ocorreu na mesma medida. Foram
obtidos efeitos significativos sobre as células a partir de concentracdes baixas de
curcumina (<ou = 0,5 mM) e a uma dose de luz baixa (<ou = 6 J/cm?), apds trés horas de
incubacdo. Ndo foram detectadas a ativacdo de caspases, nem a formacéo de perdxido de
hidrogénio, em células expostas a luz e curcumina. O veiculo mais eficiente para que a
curcumina induzisse a morte celular, foi o preparo de lipossomas. Este estudo concluiu
que o efeito fototxico, mediado por curcumina, é altamente dependente do tipo de
preparacdo. Se houver uma selacdo cuidados do veiculo, a curcumina pode ser um
fotossensibilizador em potencial para o tratamento de lesfes bucais e cancros.

Uma revisio de literatura realizada por Marsh 2 (2010) relatou as propriedades e
0 modo de acdo de varios compostos disponiveis, para o controle do biofilme e placa
dental. H4& um conjunto diversificado, porém caracteristico de microorganismos que
colonizam a cavidade bucal, que conferem beneficios ao hospedeiro. Varios agentes anti-
placa (por exemplo: surfactantes, 6leos essenciais) e agentes antimicrobianos (por
exemplo: bisbiguanidas, ions metélicos, fendis, compostos de aménio quaternario, etc.)
tém sido adicionados com sucesso em colutorios e pastas de dentes, para controlar
biofilme da placa bacteriana. Esses agentes, em concentracfes elevadas, podem remover
os biofilmes e/ou matar as bactérias relacionadas com doenca; além disso, mesmo em
niveis sub-letais podem causar a inibicdo da expressdo de caracteristicas patogénicas
desses microrganismos. Agentes antimicrobianos eficazes sdo capazes promover a
manutencdo do biofilme bucal, em niveis compativeis com a saude bucal, mantendo as
propriedades naturais e benéficas da microflora oral residente. Portanto, o objetivo de
produtos de higiene oral é controlar a placa dental, em vez de elimina-la, diferentemente
dos antibioticos, que sdo prescritos para matar e eliminar o agente infeccioso. Mas ainda
ha a necessidade do desenvolvimento de produtos ainda mais eficazes, que melhorem a
eficacia clinica, preservando de forma mais efetiva os beneficios da microflora oral

normal.
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Soukos et al.'** (2011) revisaram o uso da terapia fotodindmica através dos anos.
A capacidade dessa terapia de inativar micro-organismos, foi demonstrada pela primeira
vez a mais de 100 anos atras, quando relatou-se o efeito letal de cloridrato de acridina e
luz visivel em Paramecia caudatum. O emprego da terapia fotodinamica em infeccdes de
seres humanos, baseia-se na concep¢do de que um agente fotossensibilizador, que
absorve a luz, tem a capacidade de ser absorvido pelas bactérias e depois, ativado pela luz
de um comprimento de onda apropriado, na presenca de oxigénio, gera radicais livres de
oxigénio e singleto que sdo citotoxicos para 0s microrganismos. E improvavel que os
microorganismos desenvolvam resisténcia a acdo citotdxica do oxigénio singleto, devido
a natureza molecular primitiva desse elemento. A terapia fotodindmica tem emergido
como uma alternativa aos tratamentos antimicrobianos e meios mecéanicos na eliminagéo
de espécies contidas na placa dental ao longo desses ultimos 15 anos. As aplicagdes
potenciais da terapia fotodindmica no tratamento de doencas orais, podem ser feitas ndo
sO para doengas orais comuns como a carie dental e doenga periodontal, mas também
para cancer oral, periimplantite, terapia endoddntica, candidose e halitose. As qualidades
mais notaveis dessa terapia através dos anos sdo: a baixa toxicidade e rapidez de efeito.

Dovigo et al. > (2011) avaliaram a viabilidade da utilizagdo da CUR como agente
fotossensibilizador (FS) em PDI (inativagdo fotodinamica) para inativagdo de uma cepa
padrdo de Candida albicans e seu efeito toxico sobre culturas celulares de macréfagos.
Para isso, suspensdes planctdnicas de C. albicans (ATCC 90028) foram expostas a nove
concentragdes de curcumina (0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1, 5, 10 ¢ 20 uM) e sete doses de
luz (1,32; 2,64; 3,96; 5,28; 6,60; 13,20 e 26,4J/cm?). O efeito de diferentes tempos de pré
- irradiagdo (PIT), a possivel captagdo de curcumina pelas células fungicas e a
participacdo do oxigénio singleto na fotoinativacdo também foram avaliados.
Adicionalmente, a PDI mediada pela curcumina foi avaliada em biofilmes formados pela
cepa de referéncia de C. albicans e sobre culturas celulares de macrdfagos. Além disso,
as caracteristicas opticas da solucéo de curcumina foram investigadas em funcao da dose
de luz utilizada. Os resultados foram submetidos & andlise descritiva, Analise de
Variancia (ANOVA) e Kruskal-Wallis (o= 5%). As suspensfes planctonicas de C.
albicans foram completamente inativadas com a utilizagdo de 20 uM de curcumina e 5,28

Jiem?. Somado a isso, foi observada reducéo significativa na viabilidade celular dos
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biofilmes de C. albicans. O efeito fotodindmico foi acentuado pela presenca da
curcumina durante a iluminagdo e pela utilizacdo de 20 minutos de PIT. Apesar da
toxicidade observada nos macrofagos, a PDI foi mais efetiva para inativar as células
fangicas do que as células imunoldgicas. Além disso, uma elevada taxa de
fotodegradacéo da curcumina foi observada.

Um estudo publicado por Dovigo et al. > (2011) investigou a efetividade da PDI
mediada pela CUR para inativacdo de suspensdes planctonicas e biofilmes formados por
diferentes isolados clinicos de C. albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata. Para
isso, suspensdes planctdnicas de 15 isolados clinicos de Candida foram expostas a trés
concentragdes de curcumina (5, 10 e 20 uM) e quatro doses de luz (5,28; 18; 25,5 e 37,5
Jicm?). As concentragdes de 20, 30 e 40 uM foram selecionadas para avaliagdo da PDT
sobre biofilmes, assim como as doses de 5,28 e 18 J/cm?. A atividade metab6lica dos
biofilmes foi avaliada por meio do ensaio de XTT, e a biomassa foi avaliada por
coloragdo Cristal Violeta (CV). Os resultados foram analisados segundo um modelo
linear ANOVA aninhado, teste de Wilcoxon e Kruskal-Wallis (0= 5%). As associa¢des
de curcumina e luz promoveram efeito antifingico significativo nas suspensbes
planctdnicas dos micro-organismos. Além disso, a utilizacdo de 40 uM de curcumina
com 18 J/cm? de luz promoveu redugdes de 85, 85 e 73% na atividade metabdlica dos
biofilmes formados por C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, respectivamente. Os
resultados da coloracdo CV mostraram que a PDT reduziu a biomassa dos biofilmes, e
que os isolados clinicos de C. albicans possuiram maior capacidade de formacdo de
biofilme.

Mang et al. % (2012) objetivou determinar a eficacia da PDT mediada por
porfimero sodico para tratar infec¢fes localizadas causadas por biofilme de Streptococcus
mutans. Para isso, biofilmes formados por S. mutans (ATCC 27351) foram expostos ao
fotossensibilizador (FS;125 mg/mL) por 5 min, seguido de irradiacdo com laser a 630 nm
(100 mW/cm?; 60J/cm?). Os efeitos sobre a viabilidade bacteriana foram observados por
meio do monitoramento da conversdo alamarBlue. Além disso, dados suplementares
caracterizando os biofilmes antes e apds exposicdo a PDT foram adquiridos
espectroscopia infra-vermelha de reflexdo. Os resultados deste estudo mostraram que

PDT usando porfimero de sédio e 630 nm de luz laser foi eficaz para reduzir
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significativamente a viabilidade de S. mutans em forma de biofilme quando comparado
ao controle. Cinco min de incubagio do FS (25 mg/mL) associado a 30 J/cm? resultou em
reducBes significativas na viabilidade das bactérias. De acordo com o0s autores, este
estudo demonstrou que é possivel reduzir significativamente a viabilidade de S. mutans
ao associar-se um fotossensibilizador com laser de comprimento de onda compativel com
0 espectro de absor¢do da droga mesmo quando as bactérias estdo em forma de biofilme.

Aratjo et al. 17 (2012) desenvolveram um estudo com o objetivo de analisar a
predisposicdo de patdgenos da flora salivar em relacdo a terapia fotodinamica (PDI),
posteriormente a sensibilizacdo com curcumina e apds exposicdo a luz azul com o
comprimento de onda de 450 nm. Foram utilizados 13 voluntérios adultos e realizou-se
uma aleatorizagdo em trés grupos diferentes: L-D- (grupo controle: sem luz e sem
farmaco), L-D+ (tratado apenas com o farmaco, grupo curcumina), L+D+ (tratado com
farmaco e luz, grupo da terapia fotodinamica). Coletou-se amostras de saliva ndo
estimulada antes e ap6s a fase experimental para que fosse feita a contagem microbiana.
As amostras, apds diluicdes em série, foram cultivadas em placas de &gar sangue, em
microaerofilia, e determinou-se o nimero de unidades formadoras de colénia. Como
resultado desse experimento, foi observada uma diferenca notavel na capacidade de
reducdo bacteriana entre os dois grupos experimentais: o grupo L-D+ apresentou uma
diminuicdo bacteriana inferior (9%) ao grupo L+D+ (68%), isto &, este Gltimo foi o Unico
a apresentar uma reducéo estatisticamente significativa (p < 0,05). N&o foi evidenciada
nenhuma reducdo para o grupo que foi somente tratado com a curcumina; isso indica que
ndo ha toxicidade desse farmaco na auséncia de luz. Esse estudo mostrou que a terapia
fotodindmica possui eficacia na reducdo de micro-organismos salivares e pode ser
utilizada para desinfeccdo geral da cavidade oral.

Segundo Araijo et al.*® (2012), a diminuicio dos niveis bacterianos na cavidade
oral pode ser um meio de prevencdo da carie dental. Dessa forma, como a terapia
fotodinamica é capaz de promover a morte celular, Aratjo et al.’®(2012) fizeram um
estudo para avaliar a susceptibilidade para terapia fotodinamica de culturas de S. mutans
(ATCC) e L. acidophilus (ATCC) do Instituto Adolfo Lutz (IAL). Suspensdes de S.
mutans e L. acidophilus isoladas (como espécie Unica) e combinadas (multiespécies)

foram preparadas e avaliadas. Foram divididos quatros grupos diferentes: L-D- (grupo
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controle), L-D+ (grupo farmaco), L+D- (grupo luz) e L+D+ (grupo terapia fotodinamica).
Foram testadas duas concentragcdes de curcumina (0,75 e 1,5 g/L) em associagdo com
exposicdo a luz azul a 450 nm e 5,7 J/cm. Somente foi observada diminuicéo significativa
na viabilidade de S. mutans, quando as amostras foram expostas a ambos, curcumina e
luz. Quando se utilizou 1,5 g/L do fotossensibilizador, foi observada uma diminuicdo da
viabilidade em até 99,99%. Ja a susceptibilidade de L. acidophilus em relacdo a terapia
fotodinamica, foi significativamente menor para as duas concentragdes de curcumina.
Dessa forma, concluiu-se que a terapia fotodinamica se mostrou efetiva na reducéo de S.
mutans e L. acidophilus e que ndo houve reducdo representativa para o grupo L-D+,
evidenciando que ndo ha toxicidade da curcumina na auséncia de luz.

Teixeira et al 7 (2012) investigaram o efeito da terapia fotodindmica sobre
biofilmes orais. Para isso, o0s biofilmes formados in situ foram tratados com
fotossensibilizador (S; TBO a 100 pg) e luz (L; 620 nm; 55 J/cm?) nos grupos (S+L+;
PDT) e controles (S-L- (sem SeL); S+ L- (com S e sem L); S-L+ (sem S e com L).
Além disso, 21 voluntarios utilizaram dispositivos intra-orais por 7 dias para formagéo de
biofilmes in situ. Apds, os blocos de esmalte bovino foram aleatoriamente divididos entre
os grupos de tratamento “S+L+” e “S-L-“. Os autores relataram que redugdes
significativas na viabilidade dos biofilmes crescidos in vitro foram observados ap6s PDT.
Para os biofilmes crescidos in situ, PDT néo foi eficaz. Assim, os autores concluem que a
PDT, utilizando o protocolo testado, foi eficaz na reducdo de biofilmes in vitro, porém
ineficaz para biofilmes formados in situ.

Shrestha e Kishen 1% (2012) desenvolveram um estudo com o objetivo de avaliar
os efeitos de varios inibidores de tecidos, como dentina, matriz de dentina, tecido pulpar,
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e albumina de soro bovino (BSA) na atividade
antibacteriana de CSNPs e PDT. O efeito antibacteriano da CSNPs e da PDT usando 0s
fotossensibilizadores rosa bengala (RB) e azul de metileno (MB) foi testado sobre
Enterococcus faecalis na forma plancténica com ou sem pre-tratamento com diferentes
inibidores de tecido por uma hora. A sobrevivéncia bacteriana foi avaliada apés 1, 8, e 24
horas de incubacdo com CSNPs e apds a PDT mediada por RB e MB. Os dados foram
analisados (one way ANOVA com pds —teste de Tukey com a = 0,05) e os resultados

mostraram que o tecido pulpar e BSA inibiram o efeito antibacteriano do CSNPs
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significativamente (p < 0,05), entretanto, o efeito antibacteriano ndo foi afetado pela
dentina, matriz de dentina, ou APLs. A atividade antibacteriana da PDT mediada por MB
ou RB foi inibida em ordem decrescente pela matriz de dentina, de BSA, polpa, dentina, e
0 LPS (p < 0,05). O efeito dos inibidores de tecidos foi maior no caso de PDT mediada
por RB. Dependendo no mecanismo antibacteriano do CSNPs e PDT, padrdes inibitdrios
diferentes foram observados para diferentes inibidores de tecidos. Os autores concluiram
que os diferentes inibidores de tecido (dentina, matriz de dentina, tecido pulpar, LPS
bacteriana, e BSA) existentes dentro do canal radicular afetaram a atividade
antibacteriana de CSNPs e PDT em graus variados. Desse modo, sdo necessarias mais
investigacBes para amplificar sua eficacia antimicrobiana para uso para descontaminacéo
de canais radiculares.

Rolim et al. ' (2012) investigaram a atividade antimicrobiana da terapia
fotodindmica mediada por diferentes fotossensibilizadores (FS) sobre Streptococcus
mutans, objetivando comparar a acdo fotodindmica de diferentes fotossensibilizadores
(azul de metileno, azul de toluidina, verde de malaquita, eosina, eritrosina e rosa bengala)
por meio da analise da liberacdo de oxigénio singleto e da viabilidade celular. A dose de
luz empregada foi de 24J/cm? e o tempo de pré-irradiacdo foi de 5 min para todos os FS
testados. As condigOes experimentais avaliadas foram: “controle” (FS-L-), “s6 luz” (L+
FS-), “s6 FS” (FS + L-) e FS e luz presentes (FS+L+). Apo6s realizacdo dos tratamentos,
as suspensdes microbianas foram diluidas, plagueadas em BHI agar e incubadas por 48h
a 37°C para quantificacdo celular. A analise da taxa de liberacdo de oxigénio singleto foi
realizada e os resultados mostraram que PDT mediada por azul de toluidina e verde de
malaquita promoveram uma reducdo de 3 e 1,4 logs, respectivamente. Adicionalmente, 0s
dados mostraram que o azul de metileno promoveu a formacgdo de 1,3 vezes mais
oxigénio singleto do que o azul de toluidina, porém ambos produziram mais oxigénio
singleto do que os outros FS testados. 99,9% de morte microbiana foi verificada apds PDI
mediada por azul de toluidina.

Andrade et al. * (2013) publicaram um estudo em que avaliaram os efeitos do
tempo de pré-irradiacdo (PIT) em terapia fotodindmica (PDT) mediada por curcumina
(CUR) sobre culturas plancténicas e na forma de biofilme de cepas de referéncia de

Candida albicans, Candida glabrata e Candida dubliniensis. Para isso, suspensdes e
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biofilmes de espécies de Candida foram mantidas em contato com diferentes
concentragOes de CUR por diferentes intervalos de tempo (1, 5, 10 e 20 minutos) antes da
irradiacdo com LED (diodo emissor de luz; 450 nm; 5,28 J/cm?). Os grupos testados
foram: “controle” (CUR-L-), “s6 luz” (L+ CUR-), “s6 CUR” (CUR + L-) e CUR e luz
presentes (CUR+L+). Depois de PDT, as suspensbes foram plaqueadas em agar
sabouraud dextrose, enquanto que os resultados do biofilme foram obtidos utilizando o
método de reducdo de XTT. Observagdes por meio de microscopia confocal de varredura
a laser (CLSM) foram realizadas para fornecer uma melhor compreensdo da penetracéo
da CUR atraves dos biofilmes ap6s 5 e 20 minutos de contato com as culturas. PITs
diferentes ndo apresentaram diferencas estatisticas na PDT mediada pela CUR para as
espécies de Candida na forma planctonica. Além disso, inativacdo completa das trés
espécies foram observadas apds associacdo de CUR 20,0 uM com PIT de 5, 10 e 20
minutos. Os resultados encontrados para as culturas biofilme mostraram significativa
reducdo da viabilidade celular ap6s a PDT. Em geral, as trés espécies de Candida
avaliadas apresentaram maior reducdo na viabilidade ao se associar CUR a 40 uM com
20 minutos de PIT. Além disso, observacfes CLSM mostraram diferentes intensidades de
fluorescéncia ap6s 5 e 20 minutos de incubagdo. Os autores concluiram que a
fotoinativacdo de culturas planctonicas ndo foi dependente do PIT, entretanto, para 0s
testes realizados sobre as espécies na forma de biofilme, foi possivel observar que a PIT-
dependéncia diferiu entre as espécies avaliadas. Além disso, analises no CLSM
confirmaram a necessidade de maiores tempos de incubacdo para a CUR penetrar no
interior do biofilme.

Dovigo et al. °2 (2013), observaram a fotoinativacdo de C. albicans, presente em
candidose induzida em camundongos, por meio da utilizacdo de diferentes concentragfes
de curcumina. Camundongos imunossuprimidos receberam uma inoculagéo tépica de C.
albicans (107 UFC/mL) para inducdo de candidose experimental no dorso da lingua.
Apbs sete dias, a PDT foi aplicada sobre as lesdes de Candida por meio da
fotossensibilizacdo com trés concentrages de curcumina (20, 40 e 80 uM), durante 20
minutos de PIT, e dose de luz de 37,5 J/cm? (P+L+). A aplicacdo de curcumina sem luz
(P+L-) e a utilizacdo de luz sem curcumina (P-L+) também foram avaliadas. Animais

com candidose induzida que ndo receberam tratamento foram considerados controle
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positivo (P-L-), e 0s animais que ndo receberam imunossupressdo, inoculacdo, nem
tratamento foram considerados controle negativo (NCG). As linguas de todos os animais
foram removidas para avalia¢do histologica. A viabilidade de C. albicans foi determinada
por meio de contagem de coldnias (UFC/mL) e os resultados foram analisados com
ANOVA e teste de Tukey (o= 5%). Foi observado que todas as associa¢fes de curcumina
e luz promoveram reducdo significativa na viabilidade de C. albicans, em comparacao
com o grupo P-L-. Nestes casos, a utilizagdo de 80 puM promoveu a maior reducdo no
namero de colbnias, sendo superior que 4 logs. Os valores de UFC/mL encontrados nos
grupos P-L-, P+L- e P-L+ foram semelhantes. Além disso, a analise histolégica sugeriu
que a PDT ndo ocasionou nenhum efeito toxico aos tecidos subjacentes. Apos a
realizacdo do estudo foi possivel concluir que a PDT mediada pela curcumina parece ser
um método efetivo para inativacdo de diferentes espécies de Candida. Os resultados do
estudo in vivo sugerem sua futura aplicacdo para o tratamento clinico de pacientes com
candidose bucal.

O mecanismo da terapia fotodindmica se baseia na associacdo da luz, com
comprimento de onda especifico a banda de absor¢do da droga, com um agente
fotossensibilizador. Essa associacdo promove a ativacdo do fotossensibilizador que, na
presenca de oxigénio, provoca a morte de células-alvo. Devido a esse efeito, essa terapia
é utilizada na odontologia para reduzir o crescimento de bactérias envolvidas no processo
da céarie dental e da periodontite. Baseados nessas evidéncias, Paschoal et al.1% (2013)
avaliaram a eficacia, in vitro, da terapia fotodindmica (PDT) utilizando curcumina
juntamente com um diodo emissor de luz (LED) azul, sobre Streptococcus mutans na
forma planctonica. Foram preparadas suspensdes de 0,5 mL de S. mutans e divididas em
quatro grupos: C-L- (controle: sem tratamento e com uma condigdo experimental), C+L-
(curcumina em trés concentragOes diferentes: 2000, 4000 e 8000 uM e trés condigdes
experimentais), C-L+ (luz em 3 doses diferentes: 24, 48 e 72 J/lcm e trés condigdes
experimentais) e o grupo C+L+ (PDT: curcumina nas respectivas concentracdes e 9
condigdes experimentais). As amostras foram cultivadas em placas de Petri, contendo
agar BHI (Brain Heart Infusion); depois foram incubadas em condic¢do de microaerofilia,
durante 48 horas a 37°C. Apoés esse periodo, foi feita contagem visual de unidade

formadoras de col6nia (UFC/mL). Os dados obtidos foram transformados em logio €
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analisados pelo teste ANOVA (a dois critérios) e pés-teste de Tukey (p < 0,05). Foi
observado que o grupo C+L+ possuiu uma diminuicdo bacteriana 70% maior do que 0
grupo C-L-. J& os grupos C-L+ e C+L- apresentaram uma pequena redugdo na contagem
bacteriana.

Ribeiro et al. *° (2013) investigaram o efeito fotodindmico da curcumina em
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), em cepas suscetiveis a
meticilina (MSSA) e sobre fibroblastos L929. Suspensées de MSSA e MRSA foram
tratadas com diferentes concentragdes de curcumina (0,1; 0,5; 1; 5; 10 e 20 uM) e
expostas a diodo emissor de luz (LED; 18,0, 25,5 e 37,5J/cm?). Na sequéncia, foram
realizadas diluicdes seriadas a partir de cada amostra e as contagens de col6nias foram
quantificadas. Para os fibroblastos, a viabilidade celular subsequente & terapia
fotodindmica mediada por curcumina foi avaliada utilizando o ensaio de MTT e as
alteracdes morfologicas foram avaliada através da analise MEV (microscopia eletronica
de varredura). As concentragdes de curcumina a 5,0 e a 20,0 uM em combinagdo com
qualquer dose de luz testada resultou em na fotoinativacdo de MSSA. No entanto, apenas
a concentragdo de 20,0 uM combinada com a maior dose resultou na inativacdo de
MRSA. Esta combinacdo também promoveu uma reducdo de 80% no metabolismo
celular de fibroblastos e alteragdes morfoldgicas foram visualisadas, indicando que a
membrana celular foi o principal alvo desta fototerapia. Os autores concluiram que a
combinacdo da curcumina com luz LED causou inativacdo de ambas as cepas de S.
aureus e pode representar um tratamento alternativo na reducdo de MRSA, o maior
responsavel pela mortalidade e aumento dos custos dos cuidados de satde em instituicdes
e hospitais.

Paschoal et al. 1% (2013) investigaram o efeito antimicrobiano de um novo
dispositivo de luz LED (Diodo Emissor de Luz) que emite luz em toda banda espectral
visivel em alta intensidade associado a diferentes concentragdes dos fotossensibilizadores
(FS) testados (curcumina a 2,5; 1,25; e 0,75 mM; azul de toluidina a 25, 50 ¢ 100 uM)
sobre suspensbes de Streptococcus mutans. Além disso, o efeito antimicrobiano foi
avaliado utilizando-se distintos tempos de irradiacdo luminosa (para curcumina: 12, 24 e
36 Jicm?; azul de toluidina: 9, 17,5 e 26,5 J/cm?). Os grupos testados foram FS+L+
(terapia fotodinamica), FS-L- (controle), FS+L- (FS presente e luz ausente) e FS-L+ (FS
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ausente e luz presente), sendo o tempo de pré- irradiacdo utilizado para curcumina de 60
segundo, enquanto que para o azul de toluidina foi de 5 minutos. Em seguida, aliquotas
das suspens@es foram diluidas e cultivadas em placas de agar sangue (48 horas, 37°C). O
namero de unidades formadoras de col6nias foi calculado e os dados foram submetidos a
two way ANOVA seguida de pos- teste de Tukey. Os resultados evidenciaram que 0 novo
dispositivo para iluminacdo LED foi capaz de, quando associado aos FSs, inativar quase
100% dos micro-organismos (p < 0,05) para todos os protocolos testados.

Paschoal et al. % (2014) investigaram o efeito fotodindmico de baixas
concentracdes de dois distintos fotossensibilizadores (FS) (curcumina: 0,075; 0,75 e 7,5
pUM; azul de toluidina: 0,25; 2,5 e 25 uM) e reduzido tempo de exposicdo a iluminagdo
LED (branco; 400 a 700 nm; 12 segundos; 42 J/cm?) sobre suspensdes de Streptococcus
mutans apos periodo de pré - incubacdo de 60 segundos e 5 minutos para curcumina e
azul de toluidina, respectivamente. Os grupos testados foram FS+L+ (terapia
fotodinamica), FS-L- (controle), FS+L- (FS presente e luz ausente) e FS-L+ (FS ausente
e luz presente). Em seguida, aliquotas de cada grupo foram diluidas e cultivadas em
placas de agar sangue e o nimero de unidades formadoras de coldnias foi calculado e
transformado em logio. Posteriormente, os dados foram analisados por ANOVA e teste de
Tukey considerando o = 0,05. Os resultados mostraram que os grupos submetidos a
terapia fotodinamica antimicrobiana apresentaram uma reducdo na viabilidade de 5 logs,
sendo esta considerada significativa (p < 0,05). Os autores concluiram com este estudo
gue a combinacdo de uma fonte de luz ndo - coerente por um curto periodo de tempo com
baixa concentracdo dos FSs avaliados promoveu acentuada redugdo microbiana,
indicando que os protocolos testados podem ser considerados eficazes para reduzir
Streptococcus mutans in vitro.

Santin et al 18 (2014), realizaram uma revisdo sistematica da literatura sobre a
eficacia da terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) sobre biofilme dental
cariogénico. Foram avaliados e incluidos estudos in vivo, in vitro e in situ. Artigos que
ndo abordassen a aPDT, que ndo tivessem avaliado a inativacdo fotodindmica sobre
biofilmes cariogénicos, que tivessem utilizado micro-organismos na fase de plancténica
foram excluidos. A avaliacdo dos artigos e extracdo de dados foi realizada por dois

pesquisadores usando uma escala de pontos. Os autores encontraram 200 artigos, sendo
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que apenas dezessete estavam inclusos no critério de elegibilidade. Grande variabilidade
foi encontrada em relacdo as metodologias e protocolos de aplicagdo para aPDT. Dois
artigos apresentaram resultados desfavoraveis. Os autores concluiram a existéncia da
eficacia antimicrobiana promovida pela aPDT.

Aratjo et al. ¥ (2014) avaliaram a susceptibilidade de Streptococcus mutans e
Lactobacillus acidophilus organizados em biofilme multiespécie e em lesGes de cérie
ativas em dentina frente a terapia fotodindmica (PDT). Para o desenvolvimento dos
biofilmes e inducdo de formacéo de carie em dentina, ambas as cepas foram cultivadas e
padronizadas a concentracdo de 102 UFC/ mL. Os grupos testados foram: L-D- (grupo
controle), L-D + (grupo da droga - CUR), L + D (grupo luz), e L + D + (grupo PDT).
Para os testes, foram utilizadas cinco concentrac¢Oes distintas de curcumina (0,75; 1,5;
3,0; 4,0; 5,0 g/L) associadas com dose de iluminagdo LED de 5,7 J/cm?. Os grupos foram
comparados de acordo com testes ANOVA seguido de pds - teste de Tukey, considerando
a = 0,05. Observou-se como resultado uma reducdo significativa (p <0,05) na viabilidade
microbiana, enquanto na fase de biofilme, apds a fotossensibilizagdo com todas as
concentracdes de curcumina testadas. Para que uma reducdo microbiana significativa (p <
0,05) na dentina cariada fosse alcancada, foi necessario utilizar a maxima concentracao
de curcumina (5,0 g/L) associada ao LED (5,7 J/cm?). Néo foi evidenciada reducgdo
significativa para a L-D +, reforgando a auséncia de toxicidade no escuro da droga. Ao
autores concluiram que ambas as espécies foram susceptiveis a curcumina na presenca de
luz azul. No entanto, esses micro-organismos, dentro de lesdes de carie de dentina, foram
menos afetados em comparacdo com a fase de biofilme devido a dificuldade de
penetracao da luz e difuséo das drogas.

Com o numero crescente de patdgenos resistentes aos antibiéticos em todo o
mundo, ha uma necessidade de se buscar estratégias capazes de inativar esses agentes
patogénicos. Antimicrobianos desse tipo s@o especialmente necessarios em odontologia, a
fim de evitar a utilizacdo de antibidticos para o tratamento de doenga periodontal,
infeccbes endoddnticas ou ainda infecgBes orais causadas por biofilmes de bactérias ou
fungos. Uma opgé&o seria a terapia fotodindmica antimicrobiana (APDT), sendo que o seu
efeito letal se da pela associacdo de luz visivel a um fotossensibilizador (FS), formando

especies de oxigénio reativas, as quais culminardo na morte microbiana. Em vista disso,
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Cieplik et al. 3 (2014) realizaram um estudo objetivando delinear o estado atual do
potencial antimicrobiano da terapia fotodindmica antimicrobiana para inativacdo de
biofilmes formados in vitro, focando principalmente nos MOs responsaveis por
importantes infecgdes orais.

Graciano et al. ”® (2015) avaliaram o potencial do gel de quitosana (CH) como
carreador para o azul de toluidina (TBO) ao tecido bucal. Para isso, géis de CH foram
obtidos em diferentes concentracdes e suas propriedades fisico-quimicas (pH e de
reologia), mucoadeséo, perfil de liberacdo in vitro, retencdo in vivo, e eficacia in vivo
pela capacidade de induzir apoptose celular foram avaliadas. Observou-se como resultado
que o0s géis mucoadesivos a base de CH otimizaram a liberacdo e a aderéncia das
formulacGes no local alvo. Especificamente, 4% (w/w) de gel de CH apresentaram
propriedades adequadas para utilizacdo bucal, como valor de pH, mucoadesdo,
comportamento pseudoplastico, liberacdo prolongada, permeacdo minima e uma maior
retencdo do TBO pela mucosa. Estudos in vivo mostraram o potencial do gel para
aumentar a retencdo de TBO e induzir apoptose das células apds a irradiacdo com laser.
Esse estudo mostrou que, o gel de CH a 4% apresentou propriedades adequadas para uso
pela PDT na remissdo do cancer bucal. O gel tem pH apropriado para a cavidade oral e 0
comportamento reoldgico pseudoplastico, que permite deformacdo durante a aplicacdo,
tornando-o mais fluido e facilitando sua disseminagdo. Os autores concluiram que o gel
de quitosana a 4% pode ser explorado como um sistema de entrega para TBO na PDT
contra cancer bucal. No entanto, mais estudos em células tumorais devem ser realizados
para melhor caracterizar os sistemas propostos.

Bernegossi et al 2 (2016) avaliaram sistemas liquido-cristalinos para
administracdo bucal do composto KSL-W (Decapeptideo) a fim de reduzir
guantitativamente biofilmes orais multiespécies. Os sistemas foram caracterizados
utilizando-se microscopia de luz polarizada (PLM), espalhamento de Raio — X a baixo
angulo (SAXS), reologia e bioadeséo in vitro. PLM mostrou isotropia ou anisotropia com
mesofases lamelares, confirmados pelo SAXS. Testes reoldgicos demonstraram que a
formulacdo F1 exibiu comportamento newtoniano, porém a F2 ndo, se mostrando um
sistema dependente da concentracdo da fase aquosa (AP). Estudos de bioadesdo

revelaram um aumento da bioadesividade dependente da concentracdo AP (F2 = 15,50 +

46



1,00 mN.s) sobre blocos de dentes bovinos. Os testes antimicrobianos revelaram 100% de
inibicdo de crescimento do biofilme oral apds administracdo de KSL-W, que foi
incorporado na fase aquosa da F2, a uma concentragdo de 1 mg/mL. Os autores concluem
que os resultados sugerem que este sistema pode servir como um veiculo potencial para a
administracdo bucal de peptideos para acdo antimicrobiana oral.

Panhdca et al. % (2016), realizaram um estudo para avaliar o potencial
antimicrobiano da inativagdo fotodindmica mediada por Photogem (1000 pg/L) ou CUR
(1500 pg/L) associado a LED vermelho/azul (45 J/cm?) na reducdo de Streptococcus
mutans (Sm) crescidos in situ. Para isso, 18 pacientes foram selecionados, moldados e um
aparato palatino foi confeccionado contendo blocos de esmalte dental bovino para
permitir a formacdo do biofilme. Os voluntarios utilizaram o dispositivo por 4 dias e
decorrido esse periodo, retornaram a Faculdade para a devolugdo do dispositivo. Nos
biofilmes foram submetidos aos tratamentos. Diluicdo seriada foi realizada, seguida de
plagueamento em meio especifico para crescimento de Sm. 48 horas depois, foi realizada
a contagem de colonias e os resultados mostraram que, para 0s protocolos testados, o
fotossensibilizador Photogem foi o que apresentou maior reducdo microbiana, no entanto,
pouco pronunciada. Os autores concluem que, embora a PDI seja uma técnica promissora
para uso odontoldgico, para inativacao de biofilme de Sm formado in situ, os protocolos
testados ndo foram eficazes, necessitando de novas investigacfes para melhores

resultados.
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2.2 Estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de resinas compostas e

esmalte dental.

Gurdal et al. ® (2002) analisaram os efeitos prejudiciais que a utilizagdo frequente
de enxaguantes bucais exerce sobre a propriedade de trés materiais restauradores estéticos
diferentes. A agua destilada serviu como grupo controle. 72 amostras foram preparadas a
partir de matrizes metalicas. As amostras pertencentes aos grupos experimentais foram
armazenadas em 20 mL das solucdes teste por 12h (o que simulou o tempo de 1 ano de
utilizacdo diaria da solucdo para bochecho). AlteracGes sobre as propriedades de
microdureza da superficie e cor dos materiais foram analisadas por meio de
microdurémetro Vickers e espectrofotdmetro. As analises estatisticas foram realizadas
por andlise de variancia (ANOVA) com correcao de Bonferroni, considerando 0=0,05. Os
resultados mostraram que ndo houve interacdo significativa entre as solugdes - teste e 0s
materiais quanto a dureza (p> 0,05) e quanto as alteracdes de cor (p> 0,05). Desse modo,
os autores concluiram que os efeitos de enxaguatdrios sobre materiais restauradores
podem ndo ter sido replicados in vitro, sendo recomendado a avaliacdo de rotina dos
efeitos de bochechos em materiais restauradores estéticos.

Sideridou et al. 37 (2003) analisaram as propriedades fisicas de resinas a base de
polidimetacrilato, e o estudo mostrou que TEGDMA parece criar uma matriz polimérica
mais densa, porém mais flexivel (0.74GPa) por absorver maior quantidade de agua
(6,33% em peso) e liberar menor quantidade de monémero que nao reagiu (2,41 mcg /
mm (3)) apds fotopolimerizacdo. UDMA e Bis-EMA (4) formaram redes poliméricas
mais rigidas, absorvendo menos agua e liberando maior quantidade de monémero que
ndo reagiu do que TEGDMA. (4) Bis-EMA absorveu a menor quantidade de agua (1,79%
em peso) e liberou a maior quantidade de mondmero que ndo reagiu (14,21 mcg / mm
(3)). Bis-GMA, conduziu a formacdo da rede mais rigida (1,43 GPa), absorvendo agua
em menor escala do que a resina composta por TEGDMA, porém em maior escala do que
a resina composta por UDMA e (4) bis-EMA. Copolimeros de Bis-GMA com outros
monodmeros foram também preparados, usando varias combinacdes de mondmeros e
razbes molares. Copolimeros BIS-GMA/TEGDMA (50/50 e 70/30 em peso%)
apresentaram valores significativamente mais elevados para 0 modulo de Young (1,83 e

1,78 GPa) do que aqueles previstos para a composi¢cdo do copolimero. Os autores
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concluem que a substituicdo gradual de TEGDMA com UDMA e/ou bis-EMA (4) na
copolimerizacdo com bis-GMA resultou em resinas mais flexiveis, com menor absorcao
de 4gua e valores de solubilidade maiores, dependendo do teor de TEGDMA.

Villalta et al. %! (2006) analisaram os possiveis efeitos dos agentes clareadores
sobre compasitos resinosos previamente expostos a solugdes corantes. Para isso, quarenta
e cinco amostras em forma de disco (9 x 2,5 mm) de cada uma das 2 resinas compostas
foram preparadas, divididas em 3 grupos de 15 amostras cada e imersas em solucdes
corantes (café ou vinho tinto) e em agua destilada (controle) durante 3 horas por dia ao
longo de um periodo de 40 dias. Os 3 grupos foram, em seguida, subdivididos em 3
subgrupos (n = 5) e 3 agentes de clareamento foram aplicados a superficie das amostras
ao longo de um periodo de 14 dias. A cor das amostras foi medida com um
espectrofotometro CIELAB apds a exposicdo aos agentes corantes e depois do
branqueamento. As diferencas de cor (AE (ab)*) entre as 3 medig¢des foram calculadas. O
valor AE (ab) * = 3.3 foi usado como um valor aceitavel em avaliagBes visuais subjetivas.
Anaélise de variancia e analise ndo paramétrica (teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney)
foram utilizados para analisar os dados e 0s resultados mostraram que apds pigmentacéo,
a resina filtek supreme (FS) apresentou maior alteracdo de cor do que a esthetX (EX),
sendo a solucdo de vinho o maior pigmentante. Ap6s o branqueamento, a cor de ambas as
amostras e EX FS voltou a linha de base. Os autores concluem que o nanocomposito (FS)
mudou de cor mais do que o composto microhibrido (EX) ap6s imersdo em solucdes de
café ou vinho tinto. Apos o clareamento, houve remocdo completa do manchamento para
as 2 resinas testadas.

Fontes et al. ®® (2009) avaliaram in vitro o comportamento da estabilidade de cor
da resina composta nanoparticulada Filtek Z350 ap6s imersdo em diferentes meios
corantes (suco de uva, café e cha mate). Para isso, 12 corpos de prova (10 mm x 1mm)
foram confeccionados com o auxilio de uma matriz de silicone e divididos entre os
grupos experimentais e o controle (agua) (n = 3). Por meio de um espectrofotdmetro
digital (Vita EasyShade) leituras de AE (variacdo de cor) foram realizadas antes e 1
semana apds imersdao nos diferentes meios por 4 horas diarias. O AE foi analisado por
meio do teste t de Student de medida repetida e ANOVA one way seguido de pds- teste

de Tukey (p < 0,05). Depois de uma semana de imersdo, houve alteracdo de cor
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perceptivel nos espécimes pertencentes ao grupo “suco de uva” (p = 0,008) quando
comparado com o grupo controle. Os espécimes pertencentes aos grupos “café” e “cha -
mate” ndo apresentaram alteragdo de cor significativa (p > 0,05). Desse modo, 0s autores
concluiram que a resina composta testada foi mais susceptivel a pigmentacdo por
substancias presentes no suco de uva do que por substancias que compdem o café e a erva
— mate.

Ameri et al. 1° (2010) avaliaram o efeito do gel de clareamento caseiro
Opalescente® na estabilidade de cor da resina microhibrida Amelogen® Plus. Para isso,
parametros L*a*b* foram determinados e o0s espécimes foram submetidos ao
procedimento de clareamento com perdxido de carbamida a 15%. Os parametros L*a*b*
foram medidos novamente e a alteracéo de cor (AE) nos discos de resina foi calculada. Os
dados foram analisados por meio de One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey (o
= 0.05). Os resultados mostraram que em todos os espécimes o valor médio de AE foi
maior do que 3,3. Notou-se diferenca significante entre as cores A3,5, A2 e Al. Al
mostrou 0 mais baixo valor, sendo mais claros os compositos submetidos ao agente
clareador em comparacao aos espécimes nao submetidos. A maior alteracdo ocorreu no
parametro vermelho-verde (a*). Os autores concluiram que o gel de perdxido de
carbamida a 15% causou uma alteracdo de cor clinicamente detectavel em cada uma das
diferentes cores (Al, A2 e A3,5) da resina Amelogen® Plus testada. A maior alteracao
ocorreu com a cor A3,5 e a menor foi associada a cor Al.

De Oliveira et al. ** (2010) avaliaram o efeito do acabamento e polimento sobre a
rugosidade e a dureza superficial da resina Filtek Supreme XT apds imersdo em
diferentes solugdes de fldor. Os corpos de prova (n = 140; 10 mm x 2 mm) foram
confeccionados a partir de uma matriz bipartida, a qual também foi utilizada para
padronizacdo das medidas. Em seguida, os espécimes foram aleatoriamente distribuidos
em potes acrilicos contendo saliva artificial e assim permaneceram por 24 horas até as
leituras de rugosidade e microdureza Vickers iniciais. Em seguida, os espécimes foram
imersos nas solugdes teste por 1 minuto por dia (solugdo manipulada de fluoreto de sédio
a 0,05%, Fluordent Reach, Oral B e Fluorgard) durante 60 dias. Decorrido esse periodo,
novas medidas de rugosidade e microdureza foram efetuadas. Os dados foram submetidos

a ANOVA two way seguida de pos - teste de Tukey (a < 0,05). Para a comparagdo dos
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valores de rugosidade média e dureza no inicio e apds os 60 dias de imersdo, teste t de
Student pareado foi utilizado. Os resultados mostraram que a rugosidade da superficie e a
microdureza da resina Filtek Supreme XT foram influenciadas pelo processo de
acabamento e polimento, independentemente dos meios de imerséo (p = 0,001).

Abouassi et al. ® (2011) investigaram as alteragbes na micromorfologia e
microdureza da superficie do esmalte superficie ap6s clareamento com duas
concentracOes diferentes de peroxido de hidrogénio (HP) e de perdxido de carbamida
(CP). Para isso, amostras de esmalte bovino foram incluidos em blocos de resina e
polidos. As amostras nos grupos experimentais (n = 10) foram tratadas com géis
clareadores contendo 10% de CP, 35% CP, 3,6% de HP, a HP e 10%, respectivamente,
durante 2 h por dia ao longo de um periodo de 2 semanas. Os géis tinham mesma
composicao e pH, diferindo somente quanto a concentracdo de CP ou HP. A rugosidade e
a morfologia da superficie do esmalte foram analisadas utilizando perfilometria a laser e
MEV. Microdureza foi medida usando um teste de dureza Knoop. Os dados foram
avaliados estatisticamente. As amostras no grupo “HP a 10%” apresentaram maior
rugosidade apos clareamento em comparagdo com o grupo de controle (ARa, p = 0,01).
Clareamento com CP a 35% mostrou apenas uma tendéncia para aumentar rugosidade
(ARa, p = 0,06). Aplicagdo de CP a 10% ou HP a 3,6% ndo influenciou
significativamente os valores de Ra. A microdureza da superficie do esmalte foi
significativamente maior apds a aplicacdo de HP a 10% em comparacdo com 0S grupos
controle (AMic = 8 KHN, p = 0,0002) ¢ 35% de CP (AMic = 20KHN, p = 0,01). Os
autores concluem que a aplicacdo de CP e HP mostrou pequenas diferencas quantitativas
e qualitativas. Além disso, a influéncia do clareamento sobre a morfologia e a dureza da
superficie do esmalte dependeu da concentragdo da substancia ativa.

Ribeiro et al. *2! (2011) avaliaram a microdureza superficial de resinas compostas
polimerizadas por diferentes fontes de luz. Para isso, foram selecionadas trés resinas
compostas microhibridas e uma nanoparticulada, as quais foram submetidas a
polimerizagdo utilizando-se um aparelho de luz halégena com duas ponteiras, uma de
vidro semi-orientada e outra de acrilico pintada e também um dispositivo a base de LED.
Os corpos-de-prova (cp) obtidos a partir de uma matriz circular de aluminio, apés

receberem a resina composta, foram fotopolimerizados por 40 segundos e em seguida
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armazenados a seco por 24 horas. Decorrido esse periodo, procedeu-se ao ensaio de
microdureza superficial Vickers, realizando-se quatro afericdes na superficie de topo
(dureza 1) e na superficie de base (dureza 2). Utilizou-se a anlise de variancia que foi
complementada pelo teste de Newman-Keuls de compara¢cdes multiplas de médias, ao
nivel de significancia de 5%. Os resultados evidenciaram que as menores médias de
dureza na superficie dos cps foram obtidas com a resina Opallis submetida ao UltraLume
2 (Ultradent®, South Jordan, USA). As médias maiores referem-se ao composito Vit-I-
escenceTM polimerizado com o Led UltraLume 2 e luz halégena Ultralux PCP (Dabi
Atlante, Ribeirdo Preto, Brasil), seguidas da resina FiltekTM Z350 submetida ao
UltraLume 2. Quanto a base, a menor média de dureza também foi da resina composta
Opallis, sob agdo do LED UltraLume 2 e a maior da Vit-lescenceTM, seguida pela
Amelogen® Plus quando polimerizada pelo Ultralux com a ponta semi-orientada. Os
autores concluiram que o aparelho LED permitiu polimerizacdo e consequentes valores
de microdureza equivalentes ao dos aparelhos halégenos convencionais, para trés dos
quatro compdsitos avaliados.

Malkondu et al. *° (2011) avaliaram o efeito do peréxido de carbamida de um
sistema de clareamento caseiro (Opalescence PF) e do perdoxido de hidrogénio contido em
um sistema de clareamento em consultério (Treswhite Supreme) sobre a microdureza de
duas resinas compostas (Filtek Supreme XT e Premise), porcelana refor¢ada por leucita
(Empress Esthetic), porcelana pura (Empress 2), e porcelana feldspatica (Matchmaker
MC). Vinte corpos de prova (10 mm x 2 mm) de cada material foram confeccionados
com o auxilio de uma matriz metélica e polidos (lixas de papel de carboneto de silicio e
pasta de alumina). Na sequéncia, cada tipo de material avaliado foi dividido em 2 grupos
(gel clareador caseiro; gel clareador de consultério) e medidas de microdureza Vickers (3
indentacGes por espécime; resinas: carga de 0,2 kg por 30 segundos; porcelanas: 1 kg de
carga por 15 segundos) foram realizadas previamente ao clareamento (conforme
especificacOes do fabricante) e imediatamente apo6s. Os dados foram analisados por meio
do teste de Mann-Whitney U e pelo teste de Wilcoxon. De acordo com os autores, o gel
clareador da marca Opalescence PF diminuiu significativamente a dureza de todos os
materiais avaliados (p < 0,005) exceto da resina Filtek Supreme XT, onde foi observado

um aumento significativo de sua dureza (p < 0,028). Para o gel da marca Treswhite
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Supreme, houve reducdo da dureza somente para a resina Premise (p < 0,022). Portanto,
0s autores concluiram que géis clareadores de uso caseiro que contém altas concentragdes
de peroxido de carbamida podem afetar a dureza de materiais restauradores.

Mendes et al. ® (2012) investigaram o efeito de dois géis utilizados para
clareamento dental (10% HP - Rembrandt Whitening Pen, Oral B, Sao Paulo, SP, Brazil ;
35% HP- Whiteness HP Maxx, FGM) sobre a estabilidade de cor e rugosidade superficial
de dois tipos de materiais resinosos (TPH3, nanohibrido; Z350, nanoparticulado). Dez
espécimes de cada resina foram confeccionados (21 mm x 2 mm) com auxilio de uma
matriz metalica e polidos (Sof - Lex Discs — 3M ESPE). Na sequéncia, foram
envelhecidos e mantidos por 7 dias em solucdo de café. Decorrido esse periodo, 0s
espécimes foram submetidos aos diferentes tipos de clareamento conforme especificacdes
do fabricante e depois de finalizados os clareamentos, foram novamente polidos (Sof -
Lex Discs — 3M ESPE). As leituras de rugosidade (Mitutoyo Corporation, Tokyo, Japan)
e de cor (Lambda 35 UV/VIS; Perkin Elmer Instruments, Oak Ridge, TN, USA) foram
efetuadas ap6s a confeccdo dos espécimes, apOs processo de envelhecimento, ap6s
imersdo em café, apds clareamento e ap6s repolimento. Para verificacdo da variacdo de
cor (AE), os dados foram calculados utilizando os valores de AL*, Aa* e Ab*. A andlise
dos dados foi realizada por meio de ANOVA seguida de pbés — teste de Tukey
considerando 5% de significancia e o resultado mostrou que, para a variavel rugosidade,
0 Unico fator significativo apds clareamento com o gel “Whiteness HP Maxx™ foi o
polimento (p < 0,05). Para o gel Rembrandt ndo foram encontradas diferencas. Para a
variavel estabilidade de cor, as analises indicaram que a resina nanohibrida (TPH3)
apresentou maior pigmentacdo, sendo que os géis clareadores ndo foram capazes de
clarear nenhuma resina durante os tempos avaliados. Além disso, os autores observaram
que o polimento realizado sobre a superficie da resina TPH3 se mostrou capaz de
devolver sua cor original, porém isso ndo foi observado para a resina nanoparticulada
(Z350). No entanto, a rugosidade aumentada apos a realizacdo dos clareamento ndo foi
reduzida quando da realizacdo do polimento. Os autores concluiram que, uma vez que
ndo tenha sido possivel reverter a rugosidade dos compoésitos para os valores iniciais, €

possivel que uma degradacdo mais extensa e irreversivel tenha ocorrido.
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AlQahtani MQ ° (2013), investigaram o efeito de um agente clareador caseiro a
base de perdxido de carbamida a 10% (Opalescence PF 10% Carbamide Peroxide,
Ultradent Products Inc, South Jordan, UT, USA) sobre a microdureza de quatro diferentes
resinas compostas (Filtek Z250 — microhibrida; Filtek Z350 — nanoparticulada; Filtek P90
— baixa contracdo de polimerizacdo; Valux Plus — hibrida). Para isso, 30 corpos de prova
(10 mm x 2 mm) de cada resina foram confeccionados com auxilio de uma matriz de
borracha. Na sequéncia, foram polidos (Sof-Lex, 3M ESPE) e divididos igualmente em 3
grupos (Controle: imersdo em saliva artificial por 14 dias; Grupo A: tratamento com
peroxido de carbamida a 10% por 14 dias; Grupo B: tratamento com perdxido de
carbamida por 14 dias seguido de imersdo em saliva artificial pelo mesmo periodo de
tempo). Previamente aos tratamentos, os espécimes foram mantidos por 24 horas em agua
destilada. Finalizados os tratamentos, as medidas de microdureza Vickers foram
realizadas (300g de carga por 15 segundos), os dados analisados (one-way ANOVA com
pos - teste de Tukey HSD de comparagdes multiplas; a = 0,05) e os resultados mostraram
que houve reducdo significativa (p < 0,001) da microdureza dos espécimes de todas as
resinas avaliadas pertencentes aos grupos A e B quando comparado com 0s pertencentes
ao grupo controle. Desse modo, os autores concluiram que o peroxido de carbamida a
10% apresentou efeito deletério sobre a microdureza das 4 resinas avaliadas.

Durner et al. > (2014) analisaram a influéncia do tempo de fotopolimerizac&o, do
envelhecimento dos corpos de prova e da técnica de clareamento (clareamento caseiro x
de consultdrio) sobre resinas compostas nano hibridas Para isso, espécimes (n = 5) de trés
resinas nanohibridas (Venus (®) Diamond, Tetric EvoCeram (®) e Filtek ™ Supreme
XTE) foram fotopolimerizadas por 5, 10, 20 e 40 segundos. O grau de conversdo (GC)
foi medido em tempo real por meio de espectroscopia de infravermelho (FTIR). As
amostras foram branqueadas, imediatamente ou posteriormente ao processo de
envelhecimento (1,5 ou 6 meses em agua destilada a 37 ° C), com Opalescence (®)
PC15% durante 6 horas (simulacdo de clareamento caseiro) ou PH35%, durante 0,5 h
(simulacdo de clareamento de consultdrio). Na sequéncia, as amostras foram incubadas
em etanol/agua (3:1) a 37° C durante 7dias. Os eluatos foram analisados por
cromatografia gasosa/espectrometria de massa. Espécimes ndo clareados foram utilizados

como controles. Os resultados mostraram que o clareamento aumenta a quantidade de
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substancias apos eluicdo, sendo maior quando da realizacdo do envelhecimento ou
dependendo da concentracdo do gel clareador. O Composto 2-metacrilato de hidroxietilo
foi encontrado em grande quantidade na resina Tetric EvoCeram (®) ap06s tempo de
irradiacdo de 5s e clareamento com 15% de PC) como produto de destrui¢cdo. O composto
dietoyxdimetylsilano foi encontrado em todos os eluatos a partir de amostras
branqueadas, mas ndo nos grupos controle. Esta substancia pode ter se formado por
oxidagdo do composto 3-metacriloxi-propiltrimetoxisilano, indicando que a ligacéo entre
as particulas de carga e a matriz organica pode ter se enfraquecido apds o branqueamento.
Assim, os autores concluem que géis clareadores podem alterar as propriedades fisicas
dos compdsitos a base de resina, especialmente para baixos tempos de fotopolimerizagdo
e restauragdes recém-realizadas.

Pirolo et al. 1** (2014) investigaram a influéncia que bebidas com corantes podem
ter sobre a estabilidade de cor de esmalte dental bovino clareado, considerando o tempo
decorrido apés o clareamento. Para isso, 60 incisivos bovinos, divididos em 10 grupos,
foram clareados com peréxido de hidrogénio a 35% (Whiteness HP
Max, FGM, Joinville, SC, Brazil). As leituras de cor foram realizadas antes do
clareamento e apds, sendo utilizado para a leitura um espectrofotdmetro (Spectro Shade
MICRO) que utiliza o sistema CIE-Lab. Apds o clareamento, os dentes foram expostos
durante 5 minutos ao café e refrigerante a base de cola em diferentes periodos de tempo a
saber: 10 minutos apos, 1, 24, 48 e 72 horas ap6s clareamento. As variacdes de cor (AE) e
de luminosidade (AL) foram obtidas a partir das abcoordenadas CIE-Lab e utilizando um
aparato para fixar espectrofotdmetro e elemento dental com a finalidade de padronizar as
leituras. Os dados foram submetidos a two way - ANOVA seguida de pos — teste de
Tukey HSD (p < 0,05). Os autores observaram diferencas significativas entre 0os grupos
tanto para os valores de AE quanto para os de AL (p < 0,001). Todos as amostras
apresentaram redu¢do dos valores de AL (brilho). Os valores mais acentuados de AE
foram observados para os dentes manchados com refrigerantes a base de cola nos tempos
de 10 minutos e 1 horas ap6s clareamento. Os autores concluiram que a exposicao ao café
apos clareamento dental promove menores alteraces de cor do que quando em contato

com refrigerantes a base de cola independentemente do tempo “pds — clareamento”.
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Um estudo realizado por Parreiras et al. 1% (2014) investigou a permeabilidade, a
microdureza, e possiveis alteracdes minerais em esmalte ap6s clareamento de consultorio
ativado por LED/LASER (470 nm; 200 mW) Whitening Lase Light Plus, DMC
Odontoldgica, Sdo Carlos, SP, Brasil). Para isso, 51 prés- molares foram divididos em
trés grupos (clareamento sem luz; clareamento ativado com luz; controle) e submetidos a
clareamento com perdxido de hidrogénio 35% (Whiteness HP Maxx, FGM Produtos
Odontoldgicos, Joinville, SC, Brasil). Em seguida, os dentes foram corados com solucéo
de sulfato de cobre e acido rubeanico e mantidos por 5 minutos em ambiente com vacuo
para que o corante penetrasse no substrato dental. Posteriormente, as amostras foram
incluidas em resina acrilica e trés cortes transversais foram realizados para analisar, em
microscopia, a penetracdo do corante no interior do esmalte. As medidas de microdureza
Knoop (25g de carga por 5 segundos) foram realizadas previamente aos tratamentos,
imediatamente ap6s e 7 dias depois (n = 20). A avaliacdo da superficie mineral foi
realizada em MEV (microscépio eletrdnico de varredura) apds a realizacdo dos
clareamentos, sendo o controle, o padrdo de comparacdo. Os dados foram analisados
(one-way ANOVA e teste de Tukey para comparagdes miultiplas; o = 0,05) e os
resultados mostraram que tanto para a variavel “permeabilidade do esmalte” quanto para
a variavel “alteracdo mineral da superficie” ndo foram encontradas diferengas
significativas em relacdo aos respectivos grupos controles, no entanto, para a variavel
microdureza, houve uma reducédo significativa da dureza (p < 0,001) apds clareamento
para 0s dois grupos. Desse modo, 0s autores concluiram gue a realizacdo de clareamento
de consultério ativado por luz pode promover alteragdes significativas no esmalte quando
comparado ao clareamento sem a fotoativag&o.

de Andrade et al. > (2015) realizaram um estudo para investigar o efeito de
solugdes corantes sobre a microdureza superficial e a estabilidade de cor de resinas
compostas nanoparticuladas (Filtek Supreme XT; 3MESPE, St Paul, MN, USA-FS) ap0s
serem submetidas a procedimentos de clareamento (Whiteness perfect a 10%; Whiteness
perfect a 16%; Whiteness HP a 35% - FGM). Corpos de prova (n = 135; 10 mm X 2 mm)
foram confeccionados a partir de uma matriz circular de acrilico, polidos (Sof-Lex Pop
On - 3M ESPE, St Paul, MN, USA), estocados por 24 horas e aleatoriamente divididos
em 3 grupos (Peroxido de carbamida a 10%; Peroxido de carbamida a 16%; Peroxido de
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hidrogénio a 35%). Os procedimentos de clareamento seguiram protocolo estabelecido
pelo fabricante e, 24 horas ap0s clareadas, as amostras de cada grupo foram subdivididas
em 3 subgrupos, onde cada um teve seus espécimes imersos em 200 mL de solugdo (café;
vinho tinto; agua destilada) durante 40 dias (3 horas por dia de imersdo). Os
procedimentos de leitura de cor foram realizados em 3 tempos distintos (antes do
clareamento, imediatamente ap0s o clareamento e ap6s 40 dias de imersdo) com auxilio
de espectrofotdometro (VITA Easyshade — VITA Zahnfabrik, Bad Sackingen, Germany).
Para microdureza knoop (50 g de carga por 15 segundos), 0s mesmos tempos de
avaliacdo foram utilizados. Os resultados encontrados mostraram que os valores de
microdureza foram significativamente inferiores nos espécimes pertencentes ao grupo
“Peréxido de hidrogénio a 35%” (p < 0,0001). Além disso, os espécimes que foram
expostos a solucdo de vinho tinto e café apresentaram diminui¢do da microdureza quando
comparados ao grupo controle, sendo que o tipo de clareamento a que eles haviam sido
expostos ndo foi significativo. Para a variavel cor, os autores observaram que 0S
espécimes pertencentes ao grupo “Peroxido de hidrogénio a 35%” se mostraram mais
claros (p < 0,05) do que os pertencentes aos outros grupos de tratamento. Os autores
concluiram que independentemente do tipo de clareamento realizado, os espécimes foram
escurecendo com o passar dos dias de imersao nas solugdes corante.

Pitacas et al. 12 (2015) investigaram os efeitos do clareamento dental sobre a
superficie de dois tipos de resinas compostas (Tetric EvoCeram® - nanohibrida; Filtek
Supreme XT® - nanoparticulada), por microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para
1SS0, 9 corpos de prova (10 mm x 2 mm) de cada resina foram confeccionados a partir de
uma matriz de silicone circular, armazenados em agua destilada (37°C; 24 horas), polidos
(OptiDisc®, Kerr, Orange, MN, USA) e distribuidos aleatoriamente em 3 grupos
(peroxido de carbamida (CP) a 10%; CP a 22%; grupo controle). Os espécimes
pertencentes aos grupos clareamento foram expostos ao seu respectivo gel por 6 h diarias
durante 14 dias. Os espécimes dos grupos controles ficaram expostos somente a adgua
destilada. Finalizados os procedimentos de clareamento, os espécimes foram mantidos
em agua destilada por 14 dias e, na sequéncia, observados ao MEV. Os resultados da
analise ao MEV das resinas expostas aos géis de peroxido de carbamida revelaram

alteracdes superficiais como fendas e porosidade, demonstrando que existiu separacéo
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entre a matriz orgénica da resina e o contetdo inorganico, independentemente da
concentracéo utilizada. As imagens mostraram que as alteraces encontradas foram mais
pronunciadas na resina nanohibrida. Os autores concluiram que independentemente da
concentracdo do gel, agentes clareadores a base de peroxido de carbamida induzem o
surgimento de alteracdes superficiais nas resinas testadas.

Donassollo et al. *° (2016) publicaram um estudo que objetivou avaliar in vitro e
in situ os efeitos de dois tipos de clareamento dental sobre a microdureza knoop
superficial de esmalte dental humano. Para isso, 60 blocos de esmalte foram
confeccionados a partir de terceiros molares recém-extraidos, polidos e divididos em
quatro grupos a saber: perdxido de hidrogénio a 10% (HP); tiras de clareamento contendo
peroxido de hidrogénio a 10% (WS) para a condi¢do in vitro e 0s mesmos tipos de
clareamento para a condicdo in situ. Para a condicdo in vitro, os espécimes foram
submetidos ao clareamento durante 14 dias, 1 hora por dia; para a condi¢do in situ, 6
voluntérios utilizaram por 14 dias dispositivos intra-orais contendo 3 blocos de esmalte,
sendo que o aparelho era removido 1 hora por dia para realizacdo de clareamento sobre os
blocos de esmalte. As leituras de microdureza (50 g de carga por 10 segundos) foram
realizadas antes e depois de finalizado o procedimento de clareamento. Os resultados
mostraram (ANOVA com po6s — teste de Tukey) que na condi¢do in situ ndo houve
reducdo significativa da microdureza (p > 0,05), enquanto que na condi¢do in vitro, a
reducdo da dureza foi significativa (p < 0,05). Além disso, em relacdo aos agentes de
clareamento utilizados, os resultados da condicdo in situ ndo mostraram diferenca entre
HP e WS, enquanto que WS, para a condig&o in vitro, promoveu reducdo nos valores de
dureza. Desse modo, os autores concluiram que ndo houve efeito deletério sobre o
esmalte produzido por qualquer um dos protocolos de clareamento utilizados no modelo

in situ. A reducédo de dureza so6 foi observada in vitro.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia da PDI mediada pela CUR em diferentes formulacGes para
eliminacdo de biofilme formado por micro-organismos bucais e 0s possiveis efeitos que
essa terapia pode promover sobre propriedades superficiais de materiais restauradores e

esmalte dental bovino.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Avaliar a eficacia antimicrobiana da PDI utilizando diferentes formulagdes e
concentragdes de CUR em modelo in vitro de biofilme dental, de modo a definir o

protocolo com maior potencial antimicrobiano.

3.2.2 Avaliar o efeito que protocolo de PDI previamente definido pode possuir sobre a
estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de diferentes resinas compostas
e esmalte dental.

3.2.3 Avaliar a eficicia antimicrobiana do protocolo previamente definido sobre

biofilmes formados in situ em superficie dental de diferentes individuos — Estudo piloto.



4 MATERIAL E METODO

Para atender aos trés objetivos especificos descritos, foi proposta a realizacdo de
trés estudos consecutivos. Para facilitar o entendimento das etapas metodoldgicas, cada

estudo sera descrito separadamente nas subsecGes a seguir.

4.1 Estudo 1 - Efeito Fotodinamico da Curcumina em Diferentes Formulagdes Sobre

Biofilmes Formados In Vitro

4.1.1 Delineamento experimental

Trata-se de estudo experimental laboratorial. Para cada micro-organismo
investigado (Streptococcus mutans; Lactobacillus casei e Candida albicans), a variavel
dependente avaliada foi o ndmero de unidades formadoras de coldnia por mililitro
(UFC/mL). Para avaliacdo das UFC/mL, as varidveis independentes consideradas foram o
tipo de formulagdo em 4 niveis (DMSO, Eumulgin, Quitosana e Acido Oleico) e o
tratamento antimicrobiano em quatro niveis (C-L-: CUR e luz ausentes; C-L+: CUR

ausente e luz presente; C+L-: CUR presente e luz ausente; C+L+: CUR e luz presentes).

As contagens de coldnias das trés espécies foram realizadas por um pesquisador
devidamente calibrado.

4.1.2 FormulagGes de curcumina e aparelho de iluminagéo

Os fotossensibilizadores utilizados neste estudo foram formulagbes de CUR
(Figura 1) veiculadas em trés diferentes sistemas de hidrogel (Eumulgin, Acido Oleico e
Quitosana) e em quatro concentracgdes distintas (20, 40, 60 e 80 uM). As formulagdes em
hidrogel foram preparadas e fornecidas pela equipe do Prof. Dr. Marlus Chorilli
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP). A formulacédo

denominada nesse estudo como sendo veiculada em Acido oleico é um sistema composto
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por 40% de acido oleico (fase oleosa), 40% procetyl (tensoativo) e 20% de dispersdo de
Carbopol (fase agquosa) 940 0,5% 2°. Ja as formulagbes denominadas como sendo
veiculadas em Quitosana e em Eumulgin s&o sistemas compostos por quitosana 2,5%
(fase aquosa) + poloxamer 17% (copolimero que possui em sua composi¢cado uma porcao
hidrofdbica e duas porcdes hidrofilicas — fase oleosa) 2% ™ 13 ¢ 40% Eumulgin + 50%
Oleo de copaiba + 10% 4&gua, respectivamente. A CUR diluida em DMSO
(Dimetilsulfoxido) a 80 uM foi utilizada para comparacao, e foi preparada solubilizando-
se 0 p6 de CUR em DMSO com posterior diluicdo em solucdo salina até a obtencao da
concentracdo desejada de forma a manter o DMSO a 10%. A fonte de luz utilizada foi um
equipamento com lampadas LED (diodo emissor de luz) com emisséo de luz
predominantemente em 455 nm + 10, que permitiu a iluminacdo de todos os orificios de
uma mesma placa de maneira uniforme e simultanea, com poténcia em 22 mW/cm?. A

dose de luz avaliada foi de 18 J/cm?, que corresponde a 14 minutos de iluminac&o.

Figura 1- Embalagem comercial do fotossensibilizador Curcumina (Sigma — Aldrich).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.1.3 Avaliacdo das caracteristicas opticas das formulagdes de curcumina — taxa de

fotodegradacgéo

A avaliacdo das caracteristicas opticas foi necessaria para nortear a formulacéo em

hidrogel mais adequada para os testes microbiologicos.
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As caracteristicas Opticas das formulaces de CUR (Eumulgin, Acido Oleico e
Quitosana) foram investigadas em fungdo do tempo de iluminagdo utilizado. As
formulacbes de CUR, em todas as concentragdes (20, 40, 60 e 80 uM), foram preparadas
e iluminadas durante um total de 30 minutos por um equipamento de LED azul (455 nm
+ 10) denominado “Biotable” (Figura 2A), o qual foi desenvolvido pelo Laboratoério de
Apoio Tecnoldgico (LAT) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sao
Paulo (IFSC — USP). O espectro de absorcao foi obtido usando-se um espectrofotdmetro
multiscanner (Cary 50 Bio, Varian — Figura 2B) e as medidas foram realizadas nos
tempos de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos (1,32; 2,64; 3,96; 5,28; 6,6; 13,2;
19,8; 26,4; 33,0; 39,6 J/lcm?, respectivamente). As absorbancias das formulacdes, para
cada concentracdo, foram representadas graficamente em funcdo do comprimento de
onda (Figura 2C). Subsequentemente, o comprimento de onda de 425 nm foi utilizado
para a analise temporal da fotodegradacdo da CUR. Dessa forma foi possivel calcular a

taxa de fotodegradacgéo de cada formulacéo de CUR.

Para esta etapa, foram aliquotados 200 pL de cada formulacéo e concentragcdo nos
orificios de uma placa de 96 pocos. Em seguida as amostras foram iluminadas e
imediatamente inseridas no equipamento para analise da fotodegradacdo em funcdo do
tempo de iluminacdo. Esta etapa foi realizada em triplicata, em 2 ocasides distintas para
todas as concentragdes (n=6). Os resultados preliminares indicaram que as concentracoes
de 20 uM e 40 uM degradaram rapidamente em todas as formulacGes, ndo permitindo
uma analise detalhada. Assim, as concentracdes utilizadas para os ensaios finais de
fotodegradagé@o foram 60 puM e 80 uM para todas as formulagdes de hidrogel avaliadas
(n=9). A CUR liquida, veiculada em DMSQO, serviu como parametro para os testes de
fotodegradagédo realizados para a selegédo das formulacbes e concentragdes de CUR

hidrogel que foram utilizadas no Estudo I (Figura 3).
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Figura 2 - A — Equipamento LED (Biotable); B - UV- Visible Spectrophotometer (Cary 50
Bio, Varian); C — Curvas de decaimento.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 3 — Imagem ilustrativa das formulagGes e concentragdes testadas para analise da taxa de
fotodegradacao e decisdo de qual formulagéo hidrogel seria utilizada no Estudo 1.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.



4.1.4 Etapa microbiolodgica

4141 Adequacao da metodologia

Cepas de referéncia das espécies de Streptococcus mutans (Sm; UA 159 ATCC
700610), Lactobacillus casei (Lc; ATCC 4646) e Candida albicans (Ca; ATCC 90028)
foram utilizadas para formacao de biofilme mono - espécie.

Inicialmente, realizou-se a reativacdo dos micro-organismos (MOs) e confeccao
dos repiques, sendo que para isso, culturas individuais de cada espécie foram
descongeladas e uma aliquota de 100 uL da cultura pura de cada MO foi plaqueada
individualmente em placas de Petri contendo meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI;
Difco) a 37°C por 48 horas, em estufa de CO2. Decorrido o periodo de incubagéo, foi
realizada a analise dos MOs em microscopio Optico para se constatar a pureza dos
mesmos e iniciou-se a etapa de congelamento para criagdo de banco de estoque de
congelados, 0s quais permaneceram assim até 0 momento de sua utilizacao.

A calibracdo estatistica para contagem de colbénias microbianas foi realizada
previamente ao inicio dos experimentos. Para isso, apds descongelamento dos micro-
organismos, aliquotas das suspensfes de cada MO foram diluidas serialmente, plaqueadas
em placas de Petri contendo meio de cultura (MRS — Man Rogosa Sharpe (Difco); Mitis
Salivarius (Difco)) e incubadas (37°C/48 horas) para permitir o crescimento das coldnias.
Decorrido o periodo de incubacdo, as placas contendo meio de cultura MRS foram
colocadas sobre um fundo preto e as placas contendo Mitis foram colocadas sobre fundo
branco para prosseguir com as tomadas fotogréaficas realizadas com uma camera digital
de forma padronizada (Figura 4). ApGs treinamento dos examinadores, 0 numero de
col6nias foi determinado por meio de imagens digitais para permitir que as coldnias de
uma mesma placa fossem contabilizadas mais de uma vez. O tamanho amostral adotado
foi de 20 amostras (n=20). A contagem das col6nias foi realizada utilizando-se o software
Adobe Photoshop por dois examinadores (E1; E2) cegos em relagdo a amostra aferida, e
em dois momentos distintos (intervalo de 24 horas). A reprodutibilidade intra e inter-

examinadores foi avaliada por meio do Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (CCl) para
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0s meios de cultura, &gar Mitis e MRS. O pesquisador responsavel pela contagem de
coldnias fungicas havia sido previamente calibrado devido em estudo prévio
(CCI=0,993).

Figura 4 — Tomada fotografica das placas de Petri e posterior contagem das colonias.

*» Distancia padronizada
* Macro
* Fundo preto

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Estabelecida a calibracdo, previamente a realizacdo dos testes microbiologicos,
deu-se prosseguimento a etapa microbiolégica com a realizagdo da curva de crescimento
de Sm e de Lc para padronizagdo da concentracdo celular. Para avaliacdo das curvas de
crescimento, as cepas foram descongeladas e cultivadas individualmente em placas de
Petri contendo BHI &gar sob condi¢gdes de microaerofilia por 48 horas a 37° C. Em
seguida, 10 coldnias de cada MO foram individualmente e aleatoriamente inoculadas em
tubos contendo caldo BHI glicosado, os quais foram incubados em estufa de CO, a 37 °C
por 18 horas (pré-indculo - PI). Posteriormente, aliquotas de 0,5 mL foram transferidas
para novos tubos contendo BHI glicosado estéril (in6culo - 1), os quais foram incubados
por 12 horas (CO2; 37°C). A cada hora, foram realizadas leituras de densidade Optica
(DO) a 600 nm. Tanto para a cepa de Sm quanto para Lc, o experimento foi realizado em

triplicata, no entanto, para Sm foram realizadas quatro ocasides independentes (n=12),



sendo que a partir da segunda ocasido também foi realizado o plaqueamento das amostras
para contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL). J& para a cepa de Lc,
foram feitas quatro ocasides independentes para analisar o padrdo de crescimento no
tempo de 12 horas (n=12) e uma ocasido para avaliar o comportamento do MO para o
tempo de 10 horas até 22 horas de crescimento (n=3). Com os parametros das curvas de
crescimento e com os resultados da anélise de fotodegradacdo finalizada, foi possivel dar
continuidade ao Estudo | com a avaliacdo da PDI sobre os biofilmes.

4.1.4.2 Formacdao dos biofilmes

Para a reativacdo das cepas de Lc, 10 coldnias foram inoculadas em tubo falcon
contendo 10 mL (PI) de BHI caldo glicosado, gentilmente agitado em voértex e incubado
em estufa de CO por 18 horas (Dia “Zero”). Apods, 500 uL foram removidos do Pl e
inseridos em novo tubo falcon contendo 9,5 mL de BHI caldo glicosado (1) e deixados
em estuda de CO- por mais 9 horas (Dia “1”). O mesmo se fez para as cepas de Sm, no
entanto, o tempo de | foi de 3 horas e 30 minutos. Em seguida, procedimentos de
centrifugacdo (4000 rpm por 5 minutos; 3 vezes) e lavagem com tampéo fosfato salino
(PBS; 2 vezes) foram realizados e os MOs foram ressuspendidos em solucéo salina estéril
(SSE) para avaliacdo da densidade 6ptica em espectrofotdmetro (Bioespectro) (DO: 0,15;
600 nm) e verificacdo da concentraco celular (108 células/mL). Posteriormente, 100 pL
de cada MO foram pipetados individualmente em cada orificio da placa de 96 pocos e
estas colocadas em jarra de microaerofilia em agitador orbital (70 rpm; 37°C) por 1hora e

30 minutos para promover a adeséo celular.

Decorrido o periodo de adesdo, as placas de 96 pogos foram removidas do
agitador orbital e lavagens (PBS; 2 vezes) foram realizadas para remover as células que
ndo se aderiram ao fundo do orificio da placa. Em seguida, foram inseridos 150 pL de
meio de cultura liquido (BHI glicosado) em cada poco da placa, a qual foi novamente
levada ao agitador orbital (70 rpm; 37°C; 48 horas) para crescimento do biofilme. Apds
24 horas de crescimento em agitador orbital, realizou-se a troca do meio de cultura por
meio fresco (Dia “2”) com posterior recolocagdo das placas de 96 pocos no agitador

orbital até que as 48 horas fossem atingidas.
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Para a reativacdo de Ca uma alcada do MO foi semeada em tubos Falcon
contendo 5 mL do meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
médium; Sigma Aldrich), os quais foram incubados a 37°C por 13 horas. Apo6s a
incubacdo, foi possivel verificar o crescimento microbiologico por meio da turvagdo do
meio de cultura. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 4000 rpm, durante 5 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células (sedimentado) foram lavadas com 5 mL de PBS.
Os passos de centrifugacdo foram repetidos mais duas vezes, sendo intercalada uma
lavagem. Apds a ultima centrifugacdo e descarte do sobrenadante, as células foram
ressuspendidas em SSE até que a concentragdo celular no interior do tubo de ensaio fosse

equivalente a 107 células/mL (Turbidimetro = 1,0).

Finalizado o periodo para formacéo dos biofilmes, as placas foram removidas do
agitador e os protocolos fotodindmicos foram aplicados para avaliacdo da eficacia

antimicrobiana.

4.1.4.3 Tratamento fotodinamico

A susceptibilidade dos MOs a PDI foi avaliada por meio da exposi¢do do biofilme
as diferentes formulacdes de CUR (hidrogel e liquida). Inicialmente, havia sido proposta
a utilizacdo de CUR liquida a 80 uM e 3 formulacBes de CUR hidrogel em 4
concentracgdes distintas (20, 40, 60 e 80 uM), no entanto, apds adequacdo de metodologia
e andlise dos resultados das taxas de fotodegradacdo das formulacGes de CUR hidrogel
(Tabela 1), decidiu-se por utilizar CUR liquida a 80 uM, e 2 formulacGes de CUR
hidrogel ambas também a 80 UM (quitosana e acido oleico). Como ja especificado, 0
equipamento LED utilizado foi a “Biotable”, a qual foi ajustada para emitir energia

luminosa a uma intensidade constante de 22 mW/cm?2.

Para cada cepa foram avaliadas as condi¢cdes experimentais denominadas de
C+L+, C+L-, C-L+ e C-L-. Dessa forma, foram avaliadas 12 condicGes experimentais
para cada MO, totalizando 36 condigdes experimentais executadas. Apds fase de adesdo e
crescimento de biofilme, as placas de 96 orificios foram tiradas do agitador e lavadas com

150 pL de PBS por 3 vezes para remover o meio de cultura e para que, na sequéncia, as
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solucgdes teste fossem inseridas (Dia “3”). Todos os procedimentos estdo descritos a

sequir.
e C+L+

Foram pipetados 200 pL de cada solugdo teste nos pocos contendo o biofilme e
deixados repousando em ambiente livre de iluminacdo por 5 minutos para permitir a
fossensibilizacdo das amostras (tempo de pré — irradiacdo; PIT). Apds esse periodo, a
placa foi colocada sob o aparelho de iluminacdo LED e este foi acionado de modo que
todos os orificios foram iluminados uniformes e simultaneamente por 14 minutos -
(Figura 5). O tempo pelo qual a placa foi iluminada esteve de acordo com a dose de luz

avaliada (18,0 J/cm?) e foi calculado de acordo com a equagao 1.

Dose (J/ cm?) = Intensidade (W/ cm?) x Tempo (segundos) (1)

Figura 5 — Lavagem dos biofilmes (A), insercdo do fotossensibilizador (B), incubacéo no escuro
(C) e iluminagdo com Biotable (D).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

o C+L-

Esse grupo foi avaliado para que se verificasse a existéncia ou ndo de efeitos
toxicos apos a aplicacdo das diferentes formulagdes de CUR sobre os biofilmes. Para
iss0, amostras sensibilizadas com as formulagdes de CUR (Liquida, Hidrogel Quitosana e
Microemulsdo Acido Oleico) ndo foram iluminadas com o LED. Em cada orificio das

placas que continha o biofilme, foram aliquotados 200 uL da solu¢do teste e, em seguida,
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as placas foram deixadas em repouso, livres de ilumina¢do por 19 minutos (tempo
equivalente ao periodo de incubacdo no escuro somado ao tempo utilizado para a maxima

dose de luz aplicada nas amostras C+L+).

o C-L+

De forma semelhante a condicdo anterior, este grupo objetivou avaliar se a
aplicacdo de luz na auséncia da CUR poderia apresentar efeitos toxicos para os biofilmes
dos MOs avaliados. Assim, os biofilmes alocados nos grupos sem fotossensibilizacdo
foram tratados com aliquotas de 200 pL dos veiculos utilizados para o preparo da CUR
(CUR liquida — 180 pL de SSE + 20 pL de DMSO; CUR em Acido Oleico — 200 pL do
sistema denominado microemulsdo Acido Oleico; CUR hidrogel Quitosana — 200 pL do
sistema denominado hidrogel Quitosana) e em seguida, foram expostos a luz de acordo
com a dose definida. A placa foi deixada em repouso e livre de iluminagdo por 5 minutos,
sendo em seguida colocada sob o aparelho LED para ser iluminada na dose de luz
proposta (18 J/cm?).

oC-L-

Neste grupo experimental, foram incluidas amostras que ndo foram submetidas
aos procedimentos de PDI. Portanto, para isso, os biofilmes alocados neste grupo, de
forma semelhante ao grupo C-L+, foram tratados com aliquotas de 200 uL dos veiculos
utilizados para o preparo das diferentes formulagcdes de CUR. Em seguida, a placa foi
deixada em repouso e livre de iluminacdo pelo periodo de 19 minutos (tempo equivalente
ao periodo de incubacdo no escuro somado ao tempo utilizado para a maxima dose de luz

aplicada nas amostras C+L+).

E importante salientar que as condigBes experimentais descritas acima foram
realizadas para todos os MOs e para cada uma das formulagdes individualmente. Para
todas as condigOes e formulagdes avaliadas, o biofilme contido em cada pogo da placa de
96 orificios foi removido primeiramente retirando-se todo o conteudo do pogo com o

auxilio de uma micropipeta e pipetando-o em um eppendorf contendo 1000 pL de SSE.
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Em seguida, com o auxilio de um swab estéril, foram realizados movimentos circulares
por 30 segundos para remover totalmente o conteddo do pogo. O swab foi colocado
dentro do eppendorf, o qual foi agitado em vortex por 1 minuto para o desprendimento
das células para a SSE. Em seguida, para todas as condicGes testadas, deu-se inicio a
diluicdo decimal seriada, onde, para biofilmes formados pela cepa de Ca, diluiu-se de 10!
até 103 e para Lc e Sm, de 10! até 10™. Depois, aliquotas de 25 pL foram semeadas, em
duplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura SDA (agar sabouraud dextrose;
Acumedia) para Ca e BHI para Sm e Lc. Posteriormente, para Ca, as placas foram
incubadas em estufa por 48 horas a 37°C e para Sm e Lc, as placas de Petri foram
incubadas a 37°C em estufa de CO2 a 5% por 48 horas para permitir o crescimento das
unidades formadoras de colénia. Decorrido o periodo de incubagdo, a quantificacdo das
células viaveis apo6s os tratamentos foi efetuada pela realizacdo da contagem das UFC/mL

com o auxilio do software Adobe Photoshop apds realizacdo das fotografias (Figura 6).

Figura 6 — Remocdo dos biofilmes e diluigdo decimal seriada (A), plaqueamento em duplicata e

incubacdo (B), unidades formadoras de colénia por mL (C).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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4.1.5 Delineamento estatistico

Os valores de UFC/mL foram transformados em logaritmo de base 10 (logwo) € a
analise estatistica descritiva foi realizada. O pressuposto de normalidade foi avaliado
grupo a grupo (Shapiro-Wilk e medidas de forma) tendo sido atendido. O teste de Levene
constatou heterocedasticidade. A significincia do efeito dos fatores ‘Grupo de
tratamento’ ¢ ‘Formulag@o’ sobre os valores de logio(UFC/mL) foi avaliada por meio de
Analise de Variancia a dois fatores independentes e, quando necessario, 0 pos-teste de
Games-Howell foi utilizado para comparacdo de médias grupo a grupo. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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4.2 Estudo 2 - Efeito Fotodindmico com Curcumina na Estabilidade de Cor,
Microdureza e Rugosidade Superficial de Materiais Restauradores e Esmalte

dental.

4.2.1 Delineamento experimental

Trata-se de estudo experimental duplo-cego, apresentando cegamento tanto o
pesquisador responsavel pelas medidas quanto o estatistico. Para andlise do efeito sobre o
material restaurador, as variaveis dependentes consideradas foram estabilidade de cor
(AE), rugosidade superficial (Ra em pm) e microdureza Vickers (Kgf). Como variaveis
independentes foram o tipo de resina composta em 3 niveis (a. TPH spectrum, Dentsply;
b. Amelogen®Plus, Ultradent®, South Jordan, USA; c¢. Z350 Filtek™ Supreme Ultra
Universal Restorative, 3M ESPE), tratamento antimicrobiano em 3 niveis (a. CN:
controle negativo- somente saliva artificial; b. AcO: controle positivo- veiculo da
formulacdo em &cido oleico; c. PDI: Inativagdo Fotodinamica, C+L+) e tempo de
avaliacdo (estabilidade de cor - 9 niveis: imediatamente, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7
dias, 14 dias, 21 dias, 30 dias, 60 dias apds o tratamento; rugosidade superficial e
microdureza — 2 niveis: antes e 60 dias ap6s o tratamento), sendo a imersdo em saliva
artificial nas primeiras 24 horas considerada como baseline. Para analise do efeito sobre a
superficie de esmalte dental bovino, as variaveis dependentes consideradas foram
estabilidade de cor, rugosidade superficial e microdureza Knoop, e as variaveis

independentes foram 0s mesmos tratamentos e tempos de avaliacao.

As leituras de cor, rugosidade e microdureza para todos os tipos de resina foram
realizadas por um pesquisador devidamente calibrado. Do mesmo modo, para 0s corpos
de prova em esmalte, todas as leituras foram efetuadas apos calibragdo do pesquisador.
Atestada a calibracdo, o estudo piloto foi conduzido, de forma independente para cada
uma das variaveis: estabilidade de cor, dureza e rugosidade, para determinacdo do
tamanho da amostra a ser adotada no experimento definitivo. O calculo do tamanho
amostral foi realizado utilizando-se o software GPower, considerando a=0,05 ¢ =0,20, e

verificou-se que o tamanho amostral minimo para as leituras foi de 20 amostras por grupo
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para os trés tipos de resina composta e, para 0s corpos de prova em esmalte, o tamanho

amostral foi de 30 por grupo.

4.2.2 Materiais utilizados para confeccédo dos corpos-de-prova

Foram utilizadas trés diferentes resinas compostas (TPH spectrum (Dentsply);
Amelogen®Plus (Ultradent®, South Jordan, USA); Z350 Filtek™ Supreme Ultra
Universal Restorative (3M ESPE), todos na cor A2 em virtude de ser a cor mais utilizada
na rotina clinica e como forma de padronizacdo da cor inicial embora tenham existido

diferencas de matizes entre as marcas (Figuras 7 e 8).

v" TPH spectrum (Dentsply) (TPH), um material restaurador microhibrido de alta
definicdo, alto polimento e performance total com consisténcia esculpivel e baixa
pegajosidade o qual, devido as particulas incorporadas em sua matriz, possui menor
contracdo de polimerizacdo e uma lisura superficial bastante satisfatoria, de modo que

possibilita seu uso tanto em restauragdes estéticas anteriores quanto em dentes posteriores
114, 130, 139

v' Amelogen®Plus (Ultradent®, South Jordan, USA) (AML), um material

restaurador do tipo microhibrido, o qual, por possuir particulas inorganicas de baixo peso

molecular, apresenta bom polimento superficial 2% 1%,

v' Filtek™ Supreme Ultra Universal Restorative (3M ESPE) (Z350), composito

composto de nanoparticulas e nanoclusters, o que reduz o espaco intersticial entre as
particulas, aumentando a quantidade de carga e ocasionando em um material mais duro e
resistente ao desgaste. Tal resina composta pode ser usada tanto em dentes anteriores

como em restauracdes de dentes posteriores 109126,

As especificacfes dos materiais restauradores utilizados encontram-se na Figura 7
localizada na pagina seguinte.
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Figura 7- Especificagdes quanto a composicdo das resinas utilizadas no estudo a partir de seus
respectivos perfis técnicos.

Composicdo Cor Fabricante
Contelido organico Particulas de carga Outros componentes
. Particula ndo especificada N . Ultradent Products Inc. -
AML Bis-GMA Né&o especificado A2
de tamanho médio 0,7um. P South Jordan, UT (EUA)

Vidro de bario silanizado, Canforoquinona como
boro silicato de aluminio e fotoiniciador, EDAB,
silica pirolitica silanizada. ~ Hidroxitolueno Butilado,

DENTSPLY Ind. e Com.
A2 Ltda. - Rua Alice Hervé, 86
- Petr6polis, RJ

TPH BisGMA Uretano modificada

Tamanho médio: 1,30um. corantes minerais
7350 Bis-GMA, UDMA, Silica, zirconia, cluster de N0 especificado A2 3M ESPE Dental Products,
TEGDMA e Bis-EMA zircOnica/silica P St Paul, MN, USA

Fonte: Elaboracéo Propria.

Figura 8- Z350 Filtek™ Supreme Ultra Universal Restorative, Amelogen®Plus, TPH spectrum.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
Adicionalmente, corpos de prova em esmalte dental bovino foram confeccionados

a partir de dentes de boi 2% 17, A utilizacdo de dentes de origem animal foi autorizada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (Anexo A).

4.2.3 Confeccao dos corpos de prova

Os corpos de prova (cps) de resina composta foram confeccionados a partir de

uma matriz de aco hemiseccionada (Figura 9) com quatro orificios circulares de 10 mm
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de diametro e 2 mm de espessura sendo o material restaurador acomodado no seu interior
em um Unico incremento (Figura 10 Al e A2).

Figura 9- Matriz metalica hemiseccionada com quatro orificios circulares de 10 mm de didmetro
e 2 mm de espessura (A); matriz metalica circular com o mesmo didmetro e espessura (B).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Em seguida, sobre a sua superficie foi colocada uma matriz de poliéster e uma
placa de vidro (Figura 10 A1, A2 e A3) %, Um peso de 1kg foi aplicado por 30 segundos
para permitir o escoamento do excesso do material e deixar a superficie lisa e
padronizada (Figura 10 B1) *. Decorrido os 30 segundos, 0 peso e a placa de vidro foram
removidos e a fotopolimerizacdo (Figura 10 B2) individual de cada cp foi realizada por
40 segundos, com um aparelho LED (Gnatus — OptilightMax; densidade de poténcia de
1500 mW/cm2) — Figura 10 %4,

Finalizada a polimerizacdo, tanto a tira de poliéster quanto os espécimes foram
removidos da matriz metalica e, em seguida, o excesso escoado de resina composta foi
removido com auxilio de uma lamina de bisturi do tipo 15C (Figura 10 C). E necessario
informar que o aparelho LED utilizado teve sua poténcia aferida e comprovada no LAT
(Laboratério de Apoio Tecnoldgico) do Instituto de Fisica de Sdo Carlos — IFSC/USP
previamente a confecgdo dos espécimes. Adicionalmente, um anel de borracha foi
posicionado na ponta da fibra ética para a padronizacao da distancia da fotopolimerizacéo

de forma a minimizar erros sistematicos.
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Figura 10- Insercdo (Al e A2), posicionamento da tira matriz de poliéster (A3); placa de vidro
com peso de 1 kg sobre os orificios (B1) e fotopolimerizacdo (B2); espécime apresentando bordas
com excesso de material (C1) e apds a remocéao do excesso com lamina de bisturi (C2).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Por se tratar de uma matriz metalica bipartida, a parte de baixo do espécime, apds
fotopolimerizagdo, intencionalmente apresentou uma ranhura, a qual foi Util para
diferenciarmos o lado a ser polido, bem como para posicionarmos 0 cp nas outras
matrizes para realizacdo das leituras de microdureza, rugosidade e cor, permitindo que as
medidas fossem efetuadas sempre na mesma posi¢cdo. Adicionalmente, para facilitar esse

processo, a ranhura foi evidenciada com grafite conforme ilustrado a seguir (Figura 11).

Figura 11- Ranhura na porcdo inferior do cp (Al) e evidenciagdo da mesma para facilitar
medidas (A2 e A3).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Depois de confeccionados, os corpos de prova foram separados de acordo com a
resina composta utilizada e armazenados em recipientes escuros devidamente
identificados e livres de umidade. Na sequéncia, os procedimentos de acabamento e
polimento foram realizados utilizando uma matriz de aco hemiseccionada com regulagem
central de altura de sua base (confeccionada somente para a fase de acabamento e
polimento dos corpos de prova em resina), micromotor de baixa-rotagcdo (18000 G) e
discos de oOxido de aluminio com didmetro de 12 mm para acabamento e polimento
(Super-Snap singles, Shofu Dental Corp. Kyoto, Japdo), conforme detalhado em seguida
4 A altura da base da matriz de ago bipartida, onde o espécime em resina ficou
posicionado para esta etapa, foi estabelecida e padronizada com auxilio de uma sonda
milimetrada de periodontia. Como o espécime possui 2 mm de espessura, estabeleceu-se
que 1 mm ficaria abaixo do limite da matriz e 1 mm ficaria acima do nivel do limite,
facilitando o polimento e permitindo assim que toda a area da superficie do cp fosse
polida a0 mesmo tempo sem qualquer interferéncia da matriz de agco — Figura 12. A
ranhura formada no verso do cp no momento da confec¢do do mesmo serviu como guia
para seu posicionamento na matriz bem como para o acabamento e polimento, os quais
foram realizados perpendiculares a esta demarcacdo, conforme Figura 12. Uma vez
posicionado, seguiu-se com a sequéncia de acabamento e polimento, onde, primeiramente
umedeceu-se 0 espécime com gaze embebida em agua destilada e iniciou-se a sequéncia
de discos respeitando a orienta¢do da mais alta granulacdo para a mais baixa (preto, roxo,
rosa, verde) - Figura 12. Cada disco foi utilizado por 15 segundos e, entre uma

granulacdo e outra, os espécimes foram lavados por 5 segundos com jato de ar-agua.
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Figura 12- Matriz de aco bipartida com regulagem central de altura (A), posicionamento do
espéecime (B), sequéncia de discos (C) e orientacdo do procedimento de acabamento e polimento

(D).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Para padronizar o procedimento de acabamento e polimento, uma pressdo de 2 kg
foi exercida sobre cada espécime e, para isso, um eléstico de garrote foi amarrado ao
pulso do operador e preso a uma balanca tipo peixeiro portatil (Figura 13). Depois de
polidos, os cp foram armazenados novamente nos mMesmoSs recipientes escuros

devidamente identificados e livres de umidade até o0 momento de sua aleatorizagao.

Figura 13- Balanca tipo peixeiro portatil com gancho para padronizagdo da pressdo exercida
sobre o cp para fase de acabamento e polimento (A) e balanca associada ao garrote para
padronizacdo do acabamento e polimento dos espécimes (B).

o7
AJ

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apos aprovacdo do trabalho pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP- FOAr, trezentos dentes bovinos
foram adquiridos. Em seguida, os dentes foram mantidos em agua corrente por 5 horas e

armazenados por 15 dias em geladeira dentro de recipientes de vidro contendo solugéo de
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timol a 0,2%. Apos esse periodo, com auxilio de cureta periodontal tipo “Mccall”, 0s
dentes passaram por raspagem e alisamento corono-radicular para remocéo de célculos e
remanescentes periodontais. Na sequéncia, o conteldo organico pulpar radicular foi
aspirado por meio de canula aspiradora de endodontia e os dentes foram colocados em
nova solucdo de timol a 0,2% e deixados por mais 15 dias em geladeira com o objetivo de
diminuir a proliferacdo de bactérias e fungos e, consequentemente, o odor. Em seguida, a
etapa de limpeza e polimento dos dentes foi iniciada e, para isso, pasta de pedra pomes
associada a escova tipo “Robinson” acoplada em micromotor (contra-angulo) de baixa
rotacdo foram utilizados. Os dentes foram retirados do timol e tiveram a umidade
removida com gaze. Em seguida, foram fixados fortemente em aparato de madeira por
meio de godiva aquecida e o conjunto dente-aparato de madeira (Cdam) foi posicionado
na maquina de corte (IsoMet 1000) para se iniciarem os cortes. Esse procedimento foi
feito um a um com o objetivo de ndo promover o ressecamento da estrutura dental e
consequentemente evitar a criacdo de trincas no esmalte durante o corte.

A realizagdo do primeiro corte (velocidade= 250 G; posicdo 0 mm) teve a
finalidade de separar a por¢do radicular da porcdo coronaria (Figura 14). Em seguida,
mantendo-se a mesma velocidade de rotacdo do disco e sem remover a porcao radicular
previamente seccionada, o dispositivo de madeira foi reposicionado para a posic¢éo 7,3
mm e o segundo corte foi realizado individualizando o terco médio da porcdo coronaria
do dente, conforme Figura 14. Apos isso, 0 Cdam foi removido da maquina de corte e a

raiz descartada em um frasco de vidro contendo nova solucéo de timol.

Figura 14- Posicionamento do conjunto na maquina de corte e primeiro corte (A), realizagdo do
segundo corte, individualizando o terco médio da coroa (B) e porcdo coronaria ap6s remogdo da
porcdo radicular previamente seccionada (C).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Em seguida, uma pequena gquantidade de godiva aquecida foi inserida na regiao
onde anteriormente estava a raiz para que a por¢do remanescente do dente ficasse bem
presa ao aparato de madeira (Figura 15A) e pudesse dar prosseguimento a confeccdo do
bloco de esmalte. Na sequéncia, o Cdam foi reposicionado na maquina de corte e, com 0s
mesmos parametros usados para o primeiro e o0 segundo corte, o terceiro e o quarto foram
realizados, resultando em dois blocos de esmalte. O terco cervical da coroa dental foi
descartado e a por¢do referente aos tercos medio e incisal, com dimensdes de 7mm x

7mm (Figura 15B), foi armazenada em novo recipiente contendo timol.

Figura 15- Reposicionamento do conjunto na maquina de corte (A) e individualiza¢do do bloco
de esmalte a ser utilizado. (B).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Como a maguina de corte ndo possibilita estabelecer a espessura desejada (2 mm),
uma vez confeccionados os blocos de esmalte, estes foram desgastados por meio de uma
maquina recortadora de gesso. Para isso, apds remoc¢do da umidade por meio de gaze, a
espessura foi delimitada com auxilio de um especimetro, uma lapiseira e uma régua. Em
seguida, o bloco de esmalte foi pingado com uma pinga tipo Allis e desgastado por meio

do recortador de gesso sob refrigeracdo com agua até o limite desejado. (Figura 16)
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Figura 16- Desgaste dentinario utilizando recortador de gesso e pinca tipo Allis.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Depois de confeccionados os blocos de esmalte, estes foram incluidos em resina
acrilica cor 67 pigmentada com corante preto Xadrez (LanXess; Bayer) para obtencdo da
cor cinza claro com o auxilio de uma matriz de silicona circular (Figura 17A e 17B).
Apbs a inclusdo dos cps em resina acrilica, um disco de 10 mm de diametro e
aproximadamente 3 mm de espessura foi obtido, o qual, em seguida foi polido (lixa
d’agua de granulagao 400) e teve a superficie que continha a face vestibular do bloco de
esmalte e seu verso aplainados por meio de lixas d’agua de granulacdo crescente e
sequencial (400, 600 e 1200) posicionadas em uma politriz DP 10 #* (Panambra Struers
DP — 10, Panambra, Sdo Paulo, Brasil), adquirindo a espessura desejada de 2 mm (Figura
17C, 17D e 17E).
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Figura 17- Bloco de esmalte bovino posicionado na matriz de silicone (A) utilizada para incluséo
em resina acrilica pigmentada com corante (B). Em seguida o cp (C) passou por polimento e
aplainamento da superficie do esmalte e do verso do cp em politriz (D), resultando no cp com a
espessura desejada (E).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.4 Procedimentos de leitura

4241 Calibragao estatistica para as leituras de cor, microdureza e rugosidade

Finalizadas as etapas de confeccdo dos cps, para 0s espécimes em esmalte, foi
necessaria a realizacdo de calibracdo estatistica dos pesquisadores para as trés variaveis
avaliadas. Para isso foi efetuado o estudo de reprodutibilidade, no qual o pesquisador
examinou em duplicata 15 cps quanto a estabilidade de cor, rugosidade e microdureza
com intervalo de uma hora entre as avaliacbes. A concordancia intra-examinador foi
estimada por meio do Coeficiente de Correlagdo Intraclasse (p) °® 2. Em fungéo do valor
de p obtido, o grau de concordancia entre os dados foi classificado segundo a proposta de
Fermanian (1984) . Neste estudo foi considerado adequado um nivel de concordancia

intra-examinador classificada como “Boa” (0,71 | — 0,91), ou superior &,

4.2.4.2 Leituras dos corpos de prova previamente a PDI

Vinte e quatro horas antes das leituras “baseline” os espécimes de cada material
foram aleatoriamente divididos e individualizados em potes plasticos devidamente
nomeados com o tipo de superficie e com o grupo a que pertenciam (CN, AcO e PDI).
Em seguida, 1000 pL de saliva artificial foram inseridos em cada pote plastico e estes

foram colocados em estufa microbioldgica a 37°C + 1°C por 24 horas, conforme Figura



18. Dadas as 24 horas de imersdo em saliva, os espécimes foram retirados da estufa e
seus respectivos recipientes foram renumerados em ordem crescente (1 a 180 para cp em
resina composta e 1 a 90 para cp em esmalte bovino) para que o pesquisador responsavel

pelas leituras permanecesse cego em relacdo aos grupos que 0s especimes pertenciam.

Figura 18- Aleatorizacdo, individualizacdo dos espécimes, insercdo de saliva artificial e
colocacgdo em estufa por 24 horas.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Os procedimentos de leitura (baseline) foram iniciados seguindo a ordem “leitura
de cor”, “leitura de microdureza” e “leitura de rugosidade”, os quais se encontram
detalhados a seguir.

Para a realizacdo da medida de cor foi utilizado o Espectrofotbmetro de
Colorimetria (Color guide 45/0, PCB 6807 BYK-Gardner GmbH, Gerestsried,
Alemanha), com comprimento de onda de 400 a 700 nm por meio de transmissao direta,
com iluminacdo padrdo D65 sobre fundo branco juntamente com o aparato auxiliar para

medidas de cor (Figura 19).
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Figura 19- Em “A” - Espectrofotdmetro de Colorimetria (Color guide 45/0, PCB 6807 BYK-
Gardner GmbH, Gerestsried, Alemanha) e em “B”, aparato auxiliar para padronizacdo do
posicionamento dos cps e realizacdo das medidas de cor.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Para que fossem efetuados os procedimentos de leitura de cor, os cps foram
retirados um a um de seus potes, tiveram o excesso de umidade removido com o uso de

gaze e os procedimentos de leitura se iniciaram de forma padronizada (Figura 20).

Figura 20- Em “A” — Corpos de prova imersos em saliva, removidos com pinga clinica e secos
com gaze. Em “B”, espécime posicionado no aparato auxiliar para medidas de cor e medida de
cor sendo realizada.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



Apds cada leitura, o espécime era devolvido ao seu respectivo pote acrilico. Todos
os valores foram registrados e calculados pelo proprio aparelho, ndo necessitando da
aplicacdo de férmulas. Depois da avaliacdo de cor de cada amostra nos periodos
determinados, o AE, AL*, Aa* e Ab* foram calculados para analisar as diferengas nos
valores entre o baseline e os periodos de leitura.

Imediatamente depois de finalizadas as leituras de cor, procederam-se as leituras
da microdureza Vickers/Knoop, as quais foram obtidas por meio do microdurémetro
digital (Buehler- Lake Bluff, lllinois, EUA), aplicando-se uma carga de 50 kgf durante 30
segundos sobre a superficie dos cps em resina composta (Figura 21A). A leitura foi
realizada em trés pontos distintos do cp, resultando no célculo de uma média final para
cada espécime. Para a padronizacdo das leituras, os cps foram posicionados em uma
matriz contendo uma ranhura em sua superficie coincidente a ranhura central do verso de
cada cp, a fim de guiar o seu correto posicionamento (Figura 21B). Para 0s espécimes em
resina composta, a coordenada utilizada para orientacdo da indentacdo do ponto central
foi 13 direita/esquerda, sendo que a coordenada 10 orientou a posi¢ao anterior, e a 16, a
posicdo posterior a indentacdo central. Diferentemente, para os cps em esmalte dental
bovino, as coordenadas utilizas para orientar os 3 pontos das indentacdes foram 5,4 e 6 e

a carga utilizada foi de 50 kgf por 15 segundos.

Figura 21- Em “A” — Microdurbmetro. Em “B1”, dispositivo utilizado para acoplar a matriz
metalica no microdurdmetro ¢ em “B2” ranhura no cp evidenciada com grafite coincidindo com a
ranhura da matriz e, em seguida, espécime inserido na matriz.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Imediatamente ap0s a realizacdo das leituras seguiu-se com as de rugosidade. As
leituras da rugosidade superficial (Ra em pm) foram obtidas por meio da passagem da
ponta de diamante com raio de 5 um do rugosimetro (Mitutoyosurftest SJ-401, Mitutoyo
Corporation, Japdo — Figura 22A) sobre o cp, com um comprimento de 2,5 mm, a uma
velocidade de 1 mm/s, com precisdo de 0,01 um. Esse procedimento foi realizado em trés
locais distintos, resultando em uma média final Ra que foi calculada para cada cp. Para a
padronizacao das leituras, foi utilizada matriz semelhante a da confeccdo dos corpos de
prova em resina, a qual, por ser bipartida e possuir a demarcacdo central, serviu como
guia para o posicionamento dos espécimes sempre na mesma direcdo, coincidindo a
ranhura no verso do cp com a demarcagdo da matriz bipartida. Paralela a essa linha
central foram demarcadas na matriz outras duas linhas, uma 2 mm acima e a outra 2 mm
abaixo da demarcacdo central. Perpendicular as linhas e cortando virtualmente o cp ao
meio, outra linha foi demarcada e a interseccdo delas formou trés pontos que orientaram o

posicionamento da ponta de diamante do rugosimetro, padronizando a leitura (Figura 22).

Figura 22- Rugosimetro (22A), Demarcac@es paralelas a demarcagdo central da matriz bipartida
e linha vertical “imaginaria” perpendicular as linhas horizontais em 22B ¢ 22C. Em “D” ¢ “E”
tem-se 0s corpos de prova em resina composta e em esmalte bovino, respectivamente, passando
por avaliacdo de rugosidade superficial.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Finalizadas as leituras no rugosimetro, os potes de plastico contendo os cps
juntamente com 1000 pL de saliva artificial foram levados novamente a estufa
microbioldgica por 24 horas a 37°C + 1°C até o momento da realizagdo da PDI.

As leituras realizadas apds os tratamentos seguiram exatamente a mesma
metodologia relatada previamente. Adicionalmente, conforme explicitado anteriormente,
as leituras de dureza e rugosidade foram realizadas 60 dias ap0s os tratamentos. Em
contrapartida, as leituras de cor, foram realizadas imediatamente, 24 horas, 48 horas, 71

horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias, 30 dias e 60 dias ap6s os tratamentos.

4.2.5 Aplicacéo do protocolo de PDI estabelecido no estudo I sobre os corpos de prova.

Apds andlise dos resultados obtidos para o Estudo 1, a formulacdo de CUR
veiculada na microemulsdo acido oleico foi a selecionada para continuacdo dos testes
propostos. Posteriormente a realizagdo das leituras “baseline”, a PDI foi efetuada
seguindo os parametros de iluminagdo previamente descritos para o Estudo I. Para isso,
0s potes de plastico contendo os cps imersos em saliva artificial foram divididos segundo
0 grupo a que pertenciam e placas de 24 pogos foram devidamente demarcadas de acordo
com o tipo de tratamento a ser testado (CN, AcO e PDI). Os cps foram lavados com agua
destilada e tiveram o excesso de umidade removido com gaze. Em seguida os tratamentos

foram efetuados.

e CN (controle negativo)

Os espécimes pertencentes a esse grupo ndo passaram por quaisquer tratamentos,
de modo que permaneceram em seus respectivos potes de plastico contendo saliva
artificial no interior de estufa microbioldgica a 37°C e sairam dessa condicdo somente

para a realizacdo das leituras de cor, dureza e rugosidade.

e AcO (controle positivo)

Com o objetivo de analisar se o veiculo utilizado para a confeccdo da formulagéo

de CUR em &cido oleico poderia por si s6 promover alguma alteragdo sobre as superficies
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das resinas compostas e do esmalte dental, foram pipetados 500 pL da formulacdo
controle de CUR nos pogos da placa e os especimes pertencentes a esse grupo foram
imersos na formulacdo. Em seguida, a placa foi mantida livre de iluminacdo por 19
minutos (5 minutos referentes ao periodo de pré-incubacdo e 14 minutos referentes ao

tempo de iluminacéo), conforme Figura 23.

Figura 23- “A”: Pipetagem da formulacdo de acido oleico; em “B” e “C”: Imersdo dos corpos de
prova de resina e de esmalte, respectivamente, nos orificios da placa e, em “D”, placa de 24 pogos
posicionada abaixo do aparato utilizado para bloquear a iluminag&o.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

e PDI

Com o objetivo de verificar se a PDI poderia promover alguma alteracdo sobre as
resinas compostas e esmalte dental, foram pipetados 500 pL da formulacdo de CUR
veiculada em &cido oleico a 80 uM nos pogos da placa de 24 orificios e 0s espécimes
pertencentes a esse grupo foram imersos na formulag&o. Em seguida, a placa foi mantida
livre de iluminacdo por 5 minutos utilizando aparato semelhante ao descrito
anteriormente para permitir a simulagédo da fotossensibilizag&o das amostras e, findado os
5 minutos de pré-incubacdo, a placa foi levada ao dispositivo de luz LED (455 nm;
poténcia de 22 mW/cm?) por 14 minutos (Dose= 18J/cm?). (Figura 24)
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Figura 24- “A”: Pipetagem da formula¢do de CUR veiculada em acido oleico; em “B” e “C”:
Imersdo dos corpos de prova de resina e de esmalte, respectivamente, nos orificios da placa, em
“C”, placa de 24 pogos posicionada abaixo do aparato utilizado para bloquear a iluminagao
durante pré-incubagio e em “D”, iluminagio da placa por 14 minutos com dispositivo de LED.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Apobs os tratamentos, tanto para o grupo AcO quanto para o grupo PDI, os
espécimes foram tirados dos pocos das placas de 24 pocos e lavados com &gua destilada
para remover qualquer vestigio da formulacdo. Em seguida tiveram o excesso de umidade
removido com gaze, foram reposicionados em seus respectivos potes plasticos contendo
1000 pL de saliva artificial e levados novamente a estufa microbiolégica com
temperatura de 37°C + 1°C, saindo dessa condi¢do somente para as leituras.

E importante salientar que a saliva artificial dos potes plasticos foi trocada

semanalmente e em condicdes assépticas.

4.2.6 Delineamento estatistico

A analise foi iniciada pela verificacdo e substituicdo de outliers. Verificados os
pressupostos de anélise, foi realizada Andlise de Variancia de Medidas Repetidas mista,
considerando com 2 fatores independentes (tipo de material e tratamento) e 1 fator
pareado (tempo). Para comparacdo multipla foi utilizado o pds-teste de Sidak (variavel
alteracdo de cor e microdureza) e Games-Howell (variavel rugosidade superficial). Para
realizacdo da inferéncia, o nivel de significancia adotado para tomada de deciséo foi de
5%.



4.3 Estudo 3 - Eficacia da Inativacdo Fotodinamica Mediada pela Curcumina Sobre

Biofilmes Formados In Situ Sobre Esmalte Dental — Estudo Piloto

4.3.1 Delineamento experimental

Trata-se de estudo piloto do tipo experimental, laboratorial. As variaveis
dependentes consideradas foram logio0UFC/mL de S. mutans, logioUFC/mL de L. casei,
logioUFC/mL de Candida spp e logwoUFC/mL Geral (plagueamento sobre meio de
cultura inespecifico). Como variavel independente foi considerado o tratamento em 2
niveis a saber: C+L+ (PDI) e C-L- (controle). Apds realizacdo dos tratamentos, a

contagem de col6nias foi efetuada e transformada em logaritmo de base 10.

4.3.2 Selecao dos voluntarios e questdes éticas

A forma de amostragem adotada ndo foi probabilistica, sendo composta por um
total de 7 alunos de pés-graduacdo da Faculdade de Odontologia de Araraquara —
UNESP, sendo 3 do sexo masculino e 4 do sexo feminino. Apos a autorizacdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa — FOAr (Anexo B), a pesquisa foi iniciada. Para a
participacdo neste estudo, todos os individuos passaram por um exame clinico e

anamnese, sendo selecionados aqueles que atenderam aos seguintes critérios de inclusao:

o N&o apresentar sinais e/ou sintomas de doencas infecciosas na cavidade bucal;

e Apresentar salde sistémica (auséncia de doengas cronicas);

Nao etilista;

Né&o tabagista;

Apresentar idade entre 18 e 40;

N&o estar utilizando solugdes antimicrobianas ou outras solucbes de bochecho ha

pelo menos 1 més;

Nao ter feito uso de antibioticos nos ultimos 3 meses;

N&o estar utilizando dentifricios com acéo antimicrobiana;
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e Possuir fluxo salivar normal, o qual foi calculado efetuando-se a razdo entre

volume produzido de saliva pelo tempo de coleta (5 minutos).

Salienta-se que os voluntarios foram selecionados a partir de rotina estabelecida
pelo CONEP/CEP, a saber:

e Os voluntarios receberam informacGes a respeito da pesquisa, seus objetivos,
importdncia e beneficios. Adicionalmente, receberam um termo de
consentimento livre e esclarecido;

e A adesdo do paciente a pesquisa foi livre e voluntéria;

e Ao voluntario coube a decisdo de se retirar do experimento em qualquer momento
do mesmo;

e A recusa da participacdo ndo implicou em prejuizos ou sanc¢des ao voluntario;

e A colaboragdo na pesquisa ndo implicou em 6nus ou ganho financeiro para o
voluntario;

e Sua identidade foi mantida em sigilo.

4.3.3 Confeccao dos dispositivos intrabucais

Os dispositivos intrabucais foram confeccionados seguindo a metodologia descrita
por Aires >* % e sob a orientacdo do Prof. Dr. Jaime Cury que atuou como colaborador do

estudo.

Para a confec¢édo dos dispositivos, utilizando moldeira estéril, todos os voluntarios
tiveram seus arcos superiores moldados com alginato (Hydrogum 5 - Zhermack). Os
modelos foram vazados em gesso pedra e sobre eles foi feita a confecgcdo dos dispositivos
com resina acrilica autopolimerizavel incolor. Trata-se de um dispositivo intrabucal
semelhante a um aparelho ortodéntico mdvel (Placa de Hawley), porém sem o arco
metalico, em que orificios sdo confeccionados na regido palatina para o posicionamento

dos blocos de esmalte dental bovino e assim permitir a formagéo do biofilme in situ.

Com o intuito de confeccionar os nichos (5 em cada hemiarco) que abrigaram os
blocos de esmalte dental bovino (3 mm x 3 mm x 3 mm) previamente cortados de modo

semelhante ao explicitado para o “Estudo 2”, blocos (4 mm x 4 mm x 4 mm) de silicone
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de condensacao (Zetaplus — Zhermack) foram preparados a partir de uma matriz metalica
- Figura 25A. Em seguida os modelos de gesso foram isolados com Cel-Lac (SS White)
e, apds secagem do isolante, blocos de silicone foram colados no modelo com auxilio de
super cola (Super Bonder — Loctite), respeitando um espaco entre si de pelo menos 1 mm.
Posteriormente, nova camada de isolante foi aplicada sobre o modelo de gesso
juntamente com os blocos de silicone e esperou-se secar. Na sequéncia a resina acrilica
foi manipulada e vertida sobre o conjunto “modelo de gesso — blocos de silicone” durante
a transicdo da fase pegajosa para a plastica — Figura 25B. Apds remocao dos excessos na
palatina dos dentes com auxilio de uma espatula odontoldgica n° 7, o conjunto foi levado
a panela de acrilizacdo por 20 minutos com pressdo de 30 mPa. Decorrido o tempo de
acrilizacdo, a panela foi aberta e os procedimentos de acabamento (ponta Maxcut) e
polimento manual com lixas d’agua, borrachas e pastas de pedra-pomes e branco de

espanha foram efetuados (Figura 25C).

Figura 25 — Em “A”: Matriz de aco para a confec¢do dos blocos de silicone (4mm x 4mm x
4mm), blocos prontos e fixados no modelo com auxilio de supercola; em “B” colocacdo da resina
acrilica sobre o modelo e remogao dos excessos e em “C”, acrilizagdo e acabamento e polimento
do dispositivo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

O ntmero de nichos confeccionados por dispositivo foi diretamente relacionado a
dimensdo do palato de cada voluntario, de modo que em alguns casos, 0 voluntario
precisou usar 2 dispositivos em tempos diferentes para totalizar 10 amostras.
Posteriormente, os dispositivos foram provados e, quando necessario, ajustados para
maior conforto do voluntario. Em seguida, os dispositivos foram desinfetados com alcool
70°, os blocos de esmalte foram esterilizados em micro-ondas *°°, posicionados nos
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orificios dos dispositivos e fixados com cera pegajosa (Asfer). Finalizada essa etapa, telas
de nylon (1 em cada hemiarco) foram fixadas por meio de resina acrilica sobre os blocos
de esmalte de modo que se estabeleceu um espaco de 1 mm entre a superficie do esmalte
e a tela, permitindo a formacdo do biofilme nesse espaco sem qualquer perturbacéo
mecanica 2> %637, A Figura 26 ilustra como o cp foi fixado e sua posi¢do no dispositivo

palatino e a Figura 27 representa um dispositivo pronto para uso.

Figura 26 - Figura ilustrativa mostrando a disposicao que devera ser feita para a fixacdo do bloco
de esmalte em uma vista lateral.

Fonte: Moi, Gisele Pedroso. Analise do perfil protedmico do biofilme dental formado in situ na
presenca de glicose + frutose e sacarose. Tese de Doutorado, Piracicaba, SP: [s.n.], 2010 .

Figura 27 — Dispositivo pronto para uso. Em “A” vé-se a as telas de nylon sobrepondo os blocos
de esmalte fixados ¢ em “B”, a face do dispositivo que fica em contado com o palato.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.



4.3.4 Formacao do biofilme in situ e tratamento fotodindmico

O tempo de utilizacdo do dispositivo intrabucal palatino pelos voluntarios na
intencdo de formar o biofilme in situ foi de 48 horas 1* #" 4%, No momento da entrega dos
dispositivos aos voluntarios, estes receberam instruc@es de utilizacdo (Anexo C) e higiene
dental, bem como um kit contendo uma escova de dentes, um dentifricio livre de triclosan
(Colgate Tripla acdo; Colgate), um pacote com gaze estéril e um frasco contendo
sacarose a 20%. Os voluntarios puderam retird-lo da cavidade oral somente durante as
refeicBes e para realizar a higienizagdo bucal 3+ %, Trés vezes ao dia (as 8, 12 e 21 horas),
0 voluntario gotejou 1 aliquota de solucdo de sacarose a 20% em cada bloco de esmalte
para fornecer substrato ao biofilme e aguardou 5 minutos até recoloca-lo na cavidade
oral. Apds o periodo de formagdo do biofilme, o voluntario se apresentou & Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP/FOAr para remocdo do dispositivo e finalizacdo de

sua participacdo no estudo.

Em seguida, os dispositivos foram alojados individualmente em béqueres estéreis
e levados imediatamente até o laboratério de microbiologia. Na sequéncia, os blocos de
esmalte foram cuidadosamente removidos dos nichos e distribuidos de forma aleatéria em
dois grupos: PDI (C+L+) e Controle (C-L-). Os blocos alocados no grupo PDI foram
transferidos para pogos de uma placa de 24 orificios e expostos a 500 pL da formulagédo
de CUR veiculada na microemulsdo de &cido oleico (Figura 28). As amostras foram
incubadas no escuro por 5 minutos e, em seguida, iluminadas com o mesmo equipamento
ja descrito anteriormente (18J/cm?, que corresponde a 14 minutos de iluminacdo). As
amostras do grupo controle foram submetidas a procedimentos semelhantes, no entanto,
ao invés de CUR, foram expostas ao veiculo utilizado na formulacéo e ficaram sobre a

bancada, protegidas da luz, por 19 minutos.

Para a quantificagdo das células viaveis apds os tratamentos, os blocos de esmalte
foram removidos dos orificios das placas de 24 pocos e inseridos em eppendorfs
contendo 1 mL de SSE. Em seguida, os microtubos foram agitados em vortex por 1
minuto para desprendimento das células e diluigdes seriadas foram efetuadas.
Posteriormente, o conteido de cada microtubo foi semeado utilizando a técnica da gota

em meios de cultura Mitis Salivarium, MRS (Man, Rogosa e Sharpe), Chromagar
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Candida (especifico para crescimento de espécies de Candida) e Miller Hinton (ndo

especifico). Apos incubacdo a 37°C por 48 horas, o numero de UFC/mL foi calculado.

Figura 28 — Blocos de esmalte apés PDI em “A” ¢ em “B”, apos decorrido o tempo de 19
minutos sob prote¢do contra iluminag&o.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.3.5 Delineamento estatistico

Foi realizada analise descritiva dos dados e, por se tratar de estudo piloto, optou-
se por ndao remover nenhum outlier para que fosse possivel avaliar todos os
comportamentos encontrados, bem como a variabilidade esperada no estudo definitivo. A
significancia do fator “Grupo de Tratamento” sobre as variaveis logio(UFC/mL) para S.
mutans, L. casei, Candida spp e todos os micro-organismos (Geral) foi avaliada com uma
MANOVA a um fator uma vez que as quatro variaveis dependentes foram medidas numa
mesma amostra e conceitualmente sdo correlacionadas. O pressuposto de normalidade
multivariada foi verificado por meio da normalidade univariada em cada uma das
variaveis dependentes com teste de Shapiro-Wilk e o pressuposto da homogeneidade de
variancias- covariancias em cada grupo foi avaliado com o teste M de Box e por ndo ter
sido validado, optou-se por utilizar o Traco de Pillai para 0 computo da estatistica F.

Quando a MANOVA detectou efeitos estatisticamente significativos, procedeu-se a



ANOVA para cada uma das variaveis dependentes. Considerou-se um nivel de

significancia de 0,05.
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5 RESULTADO

5.1 Estudo 1 - Efeito Fotodinamico da Curcumina em Diferentes Formulacgdes Sobre
Biofilmes Formados In Vitro

5.1.1 Fotodegradacéo

Os resultados obtidos confirmaram os comprimentos de onda nos quais cada
fotossensibilizador possui seu sinal de absorcdo de luz. A partir desta andlise, foi
comprovada a iluminagdo da CUR hidrogel em comprimento de onda azul (~455 nm). As
concentracdes de 20 e 40 uM para todas as formulacGes apresentaram taxa de degradacéo
muito alta, o que norteou o foco basicamente nas concentraces de 60 e 80 uM. Os
espectros de cada composto e sua concentracdo foram colocados em um grafico de
absorbancia segundo comprimento de onda o que possibilitou a analise da fotodegradacéo
segundo o tempo de iluminacdo (Figuras 29 e 30). De acordo com os resultados foi
possivel verificar que a formulacdo com Eumulgin apresentou maior decaimento em

relacdo as demais formulacfes, em ambas as concentracdes.

Figura 29 — Grafico do decaimento da concentracdo molar em funcdo do tempo para amostras na

formulagdo com acido oleico (®), quitosana (0) e eumulgin (A) na concentragdo de 60 uM de
CUR.
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Nota: “AcO: acido oleico”; “Q: quitosana” e “E: eumulgin”.
Fonte: Arquivo préprio do autor.



Figura 30 — Grafico do decaimento da concentragdo molar em fungdo do tempo para
amostras na formulacdo com 4acido oleico (®), quitosana (O0) e eumulgin (A) na
concentracéo de 80 uM de CUR.
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Nota: “AcO: acido oleico”; “Q: quitosana” e E: eumulgin”.

Fonte: Arquivo préprio do autor.

As taxas de fotodegradacdo foram calculadas de acordo com a equagdo 2,
considerando-se a concentracdo molar da formulacdo ([C]), a concentragdo molar inicial

([C]0), o tempo (t) e a constante de decaimento (7).

a[cie) _ [Clo
dt T

)

Com a andlise da taxa de fotodegradacdo foi possivel observar que todas as
formulacGes foram completamente degradadas apds 15 min de iluminacao e a formulacéo
que apresentou a menor taxa de fotodegradacdo foi a que possuia a Quitosana como
veiculo, com CUR na concentragdo de 80 uM (Tabela 1).
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Tabela 1 Taxas de fotodegradacdo para as formulacGes avaliadas apresentadas em mol/segundos
para as concentrac@es investigadas. O valor de R2 esta mostrado na tabela.

60 uM 80 uM
Taxa Taxa =
[mol/segundos] [mol/segundos]

Acido Oleico (2,60+0,2)x 10 0,957 (4,70+0,4)x16 0,975
Eumulgin (7,58 +0,02) x 16 0,991 (7,70+0,8)x 10 0,974
Quitosana (2,70+0,7)x16 0,998 (2,20+0,2)x16 0,989

Fonte: Elaboragdo propria.

Concluiu-se que, para qualquer formulacdo testada, o tempo maximo de
iluminacdo deveria ser de 15 minutos, ap6s o qual ja ndo seria detectada CUR disponivel
para promover efeito fotodindmico. Em ambas as concentracdes de CUR, a formulacgéo
com Eumulgin foi a que apresentou maior taxa de fotodegradacdo. Por essa razdo, as
formulacdes selecionadas para os testes microbiolégicos foram as que possuiam como

veiculo o Acido Oleico e a Quitosana, ambas na concentracdo de 80 M.

5.1.2 Calibragdo estatistica para contagem de colénias microbianas

A variavel dependente considerada foi o nimero de unidades formadoras de
coldnias por mililitro, apds transformacdo em logaritmo de base 10. A reprodutibilidade
intra e inter-examinadores foi avaliada por meio do Coeficiente de Correlagéo Intraclasse

(CCI) e os resultados estdo mostrados na Tabela 2.

99



Tabela 2 Reprodutibilidade intra e inter-examinadores para contagem de col6nias de S. mutans e
L. casei. CCI: Coeficiente de Correlagéo Intraclasse; ICgss: Intervalo de Confianca.

S. mutans L. casei
CCl [Coss; CClI ICas0,
Intra E1 0,9936 0,9870 - 0,9969 0,9994 0,9988 - 0,9997
Intra E2 1.0000 1.0000 - 1,0000 0,9997 0,9995 - 0,9999
Inter 0,9998 0.9996 - 0,9999 0,9992 0,9983 - 0,9996

Fonte: Elaboragdo propria.

Os resultados da calibracdo mostraram que ambos 0s examinadores estavam aptos

a realizar a contagem das col6nias das cepas avaliadas, uma vez que houve concordancia

intra- examinador e inter examinadores, a qual foi classificada como excelente segundo

Fermanian®®, indicando consisténcia entre as contagens.

5.1.3 Curva de Crescimento

De acordo com os resultados obtidos para Sm (Tabela 3, Figura 31), a metade da

fase exponencial (mid-log) foi obtida apds 3,5h de incubagdo do inéculo (). Nesse
estagio, a Densidade Optica (DO) média foi de 0,684 + 0,079 e a UFC/mL de 2,95x108 +

3,75x10’.
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Tabela 3 Média, Desvio Padrdo (dp) e Coeficiente de Variagdo (CV%) dos valores de Densidade
Optica (DO; A=600 nm) e ufc/mL (Unidades Formadoras de Colonia por mL) para 4 ocasides da

Curva de Crescimento da cepa de S mutans (UA 159 ATCC 700610) realizada em triplicata.

DO ufc/mL log,g(ufc/mL)
Tempo (h) Media dp CV (%) Media dp Media dp CV (%)
0 0,029 0,043 150,25
1 0,080 0,047 59,00
2 0,175 0,062 35,26
3 0,460 0,095 20,69 4 79E+08 1,83E+08 87 017 2,00
4 0,907 0,153 16,88 1,23E+09 3,00E+08 91 0,15 1,65
5 1,307 0,088 6,73 1,11E+08 4,74E+08 9,0 0,32 3,62
6 1,429 0,060 4,22 8,13E+08 9,B4E+07 89 0,05 0,58
7 1,487 0,057 3,85 1,01E+09 3,11E+08 8,0 0,12 1,33
8 1,504 0,051 3,38 8,18E+08 1,30E+08 89 0,08 0,91
9 1,521 0,065 4,30
10 1,517 0,065 4,29
11 1,525 0,088 5,77
12 1,530 0,120 7,83

Fonte: Elaboracéo propria.

Figura 31 — Média e Desvio padrio dos valores de Densidade Optica (DO, A = 600nm) e

UFC/mL de 4 ocasi0es realizadas em triplicatas (N = 12).
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Fonte: Elaboracdo propria.
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Nos resultados obtidos para Lc, (Tabela 4, Figura 32), a metade da fase

exponencial (mid-log) foi obtida ap6s 9h de incubacdo do I. Nesse estagio, a Densidade
Optica (DO) média foi de 0,578 + 0,148 e a UFC/mL de 1,59x108 + 1,86x108.

Tabela 4 Média, Desvio Padrdo (dp) e Coeficiente de Variacdo (CV%) dos valores de Densidade
Optica (DO; A=600 nm) e ufc/mL (Unidades Formadoras de Colénia por mL) para 4 ocasides da
Curva de Crescimento da cepa de L casei (ATCC 4646) realizada em triplicata.

DO ufc/mL logyg{ufc/mL)

Tempo (h) Media dp CV (%) Media dp Media dp CV (%)

0 0,000 0,000 #

1 0,001 0,016  1731,43

2 0,035 0,012 34,36

3 0,061 0,020 33,32 2,55E+07 1,11E+07 7.3 0,27 3,70

4 0,107 0,039 36,24

5 0,166 0,057 34,22 571E+07 3,20E+07 7.7 024 3,11

5 0,245 0,085 34,47

7 0,341 0,107 31,50 1,03E+08 8,90E+07 7.9 042 532

8 0,464 0,143 30,83

9 0,578 0,148 25,62 1,59E+08 1,86E+08 7.8 0,63 8,01

10 0,715 0,178 24,83

11 0,830 0,203 24,43 2,76E+14 2 55E+08 8,1 0,64 7,90

12 0,930 0,232 24,99

Fonte: Elaboragdo propria.

Figura 32— Média e Desvio Padrio dos valores de Densidade Optica (DO, A = 600nm) e

UFC/mL de 4 ocasi0es realizadas em triplicatas (N = 12).
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5.1.4 Eficécia antimicrobiana das diferentes formulagdes: CUR livre (DMSO) e CUR

incorporada nas formulag@es contendo Acido Oleico e Quitosana.

Para as trés espécies (Tabelas 5, 6 e 7), as andlises indicaram efeito altamente
significativo da formulacdo, do tratamento e da interacdo entre eles (p<0,0001). Além
disso, o effect size (n?p) relacionado ao fator formulacéo foi sempre muito superior ao dos
demais fatores. O resultado das compara¢fes multiplas pode ser visualizado nas Figuras
33, 34 e 35 para as espécies Lactobacillus casei, Streptococcus mutans e Candida

albicans, respectivamente.

Tabela 5 Suméario da ANOVA a dois fatores da cepa de Lactobacillus casei.

Fonte de )
o SQ df QM F Sig. n% T
Variagao
Formulagéo 675,774 2 337,887 345,138 <0,0001 0,662 1
Tratamento 91,001 3 30,334 30,985 <0,0001 0,209 1
Interacéo 257,912 6 42,985 43,908 <0,0001 0,428 1
Erro 344,605 352 0,979

Fonte: Elaboragdo propria.

Tabela 6 Suméario da ANOVA a dois fatores da cepa de Streptococcus mutans.

Fonte de ]
o SQ df QM F Sig. n’p n
Variacgao
Formulacgéo 1006,051 2 503,025 683,972 <0,0001 0,766 1
Tratamento 190,932 3 63,644 86,538 <0,0001 0,384 1
Interagéo 117,602 6 19,600 26,651 <0,0001 0,277 1
Erro 306,682 417 0,735

Fonte: Elaboracdo propria.
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Tabela 7 Suméario da ANOVA a dois fatores da cepa de Candida albicans.

Fonte de )
o SQ df QM F Sig. n’p T
Variacgao
Formulagéo 697,530 2 348,765 892,001 <0,0001 0,872 1
Tratamento 25,563 3 8,521 21,793 <0,0001 0,199 1
Interacao 22,993 6 3,832 9,801 <0,0001 0,183 1
Erro 102,831 263 0,391

Fonte: Elaboracéo propria.

Figura 33- Médias e desvios-padrdo de logio(UFC/mL) obtidos apds analise dos biofilmes de
Lactobacillus casei para as trés formulacOes testadas. Letras diferentes indicam que a diferenca
entre médias foi estatisticamente significativa de acordo com o teste Games-Howell (p<0,041).
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Fonte: Elaboracdo propria.



Figura 34- Médias e desvios-padréo de logio(UFC/mL) obtidos ap6s analise dos biofilmes de S.
mutans para as trés formulagGes testadas. Letras diferentes indicam que a diferenga entre médias

foi estatisticamente significativa de acordo com o teste Games-Howell (p<0,011).
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Fonte: Elaboracdo propria.

Figura 35- Médias e desvios-padrao de logio(UFC/mL) obtidos ap6s analise dos biofilmes de C.
albicans para as trés formulacGes testadas. Letras diferentes indicam que a diferenca entre médias

foi estatisticamente significativa de acordo com o teste Games-Howell (p<0,017).
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Fonte: Elaboracdo propria.
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Comportamentos distintos foram observados paras as diferentes espécies de
micro-organismos. Para L. casei e C. albicans a utilizagdo de CUR em DMSQO associada
a luz LED foi a unica formulacéo capaz de reduzir significativamente a sua viabilidade.
Para S. mutans, a PDI promoveu efeito antimicrobiano por meio da utilizacdo do DMSO
e do Acido Oleico nas formulacdes de CUR, embora o efeito nas amostras com DMSO
tenha sido mais pronunciado.

Embora as formulagdes em hidrogel tenham apresentado pouca eficéacia
antimicrobiana quando comparadas a formulacdo de CUR veiculada em DMSO a 10%, a
formulacdo em hidrogel de escolha para prosseguimento do estudo foi a de CUR
veiculada em acido oleico em virtude de esta ter apresentado algum efeito sobre biofilmes

de S. mutans.
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5.2 Estudo 2 - Efeito Fotodinamico com Curcumina na Estabilidade de Cor,
Microdureza e Rugosidade Superficial de Materiais Restauradores e Esmalte

Dental

5.2.1 Calibracéo estatistica para leituras de cor, microdureza e rugosidade sobre cps

em esmalte dental

As varidveis dependentes consideradas foram estabilidade de cor (AE),
microdureza knoop (kgf) e rugosidade superficial (Ra em pm). A reprodutibilidade intra
examinador foi avaliada por meio do Coeficiente de Correlacdo Intraclasse (CCI) e os

resultados estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 Reprodutibilidade intra examinador para as variaveis estabilidade de cor, microdureza e
rugosidade. CCI: Coeficiente de Correlagdo Intraclasse; ICese: Intervalo de Confianga.

Intra - Examinador

CCI 1Cos06
Estabilidade de cor 0,994 0,980 - 0,998
Microdureza 0,894 0,520 - 0,969
Rugosidade 0,985 0,957 - 0,995

Fonte: Elaboragdo propria.

5.2.2 Avaliacdo da estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de

resinas compostas

5.2.21 Estabilidade de cor

Os resultados obtidos em todos os tempos de avaliagdo podem ser visualizados na
Figura 36. Foi possivel observar que a resina TPH mostrou uma tendéncia a sofrer
alteracéo de cor em funcdo do tempo de avaliacdo, independente do grupo de tratamento.
Tal comportamento néo ocorreu para a resina Z350, a qual mostrou alteracdo de cor
maior imediatamente apds a PDI que foi diminuida aos 60 dias. Os dados da AML

apresentaram grande variabilidade em todos os momentos de analise.
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Para a analise de variancia de medidas repetidas mista (Tabela 9) foram
considerados apenas dois niveis do fator “tempo” (imediatamente e 60 dias apds PDI),
uma vez que a incluséo de todos os tempos dificultaria a interpretacdo dos achados e
também em razdo desses dois tempos terem sido avaliados para as demais variaveis

dependentes (rugosidade e dureza).



Figura 36 - Média e intervalos de confianga (ICes%) de alteragdo de cor (AE) obtidos segundo o tratamento (PDI mediada por AcO, Veiculo - AcO, CN: saliva
artificial) e tipo de resina composta (TPH, Z350, AML) nos diferentes tempos de avaliacéo.
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Fonte: Elaborag&o prdpria.
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Tabela 9 Suméario da ANOVA de medidas repetidas mista para analise da variagdo da cor
entre as medidas.

Fonte de Variagédo sqQ gl am F P N It

Tempo 9,66 5,07 1,90 7,24 <0,001 0,04 1,00

Tempo x Resina 8,35 10,15 0,82 3,13 0,001 0,04 0,99

Tempo x Tratamento 5,63 10,15 0,56 2,11 0,021 0,03 0,91

Tempo x Resina x Tratamento 10,92 20,29 0,54 2,04 0,004 0,05 0,99
Residuo 206,90 786,25 0,26

Resina 15,48 2,00 7,74 8,49 <0,001 0,10 0,96

Tratamento 26,41 2,00 13,20 14,49 <0,001 0,16 1,00

Resina x Tratamento 11,39 4,00 2,85 3,12 0,017 0,07 0,81
Res iduo 141,27 155,00 0,91

Fonte: Elaborag&o propria.

De acordo com os resultados da ANOVA, todos os fatores tiveram efeito
significativo sobre a alteracdo da cor das resinas, bem como todas as possiveis
interacdes. No entanto, os valores de “n?” sugerem que o tratamento foi o fator que
apresentou maior efeito sobre a variavel resposta. A analise dos efeitos principais
apontou que, de forma geral, a alteracdo de cor foi maior nas leituras efetuadas 60 dias
apos os tratamentos, sendo que a resina Z350 foi a que menos sofreu efeito e a PDI
mediada por CUR a 80 uM veiculada em &cido oleico foi o tratamento que promoveu
maior efeito na cor dos espécimes (Tabela 10). No entanto, como a ANOVA apontou
interacdes significativas, a interpretacdo dos achados deve ser baseada no cruzamento
entre todas as variaveis.

Assim, a analise de comparagbes mdaltiplas (Figura 37), considerando a
interacdo dos fatores, mostrou que a resina TPH ndo apresentou alteracdo de cor
significativa nos grupos CN e PDI nos dois tempos avaliados. Desse modo, para essa
resina, pode-se dizer que a PDI ndo promoveu qualquer efeito sobre a alteracdo de cor,
no entanto, observa-se que a coloracdo dos cps pertencentes ao grupo controle positivo
(AcO) apresentaram diferenca de cor significativa entre os dois tempos analisados.
Para a resina Z350, a cor imediatamente ap6s a PDI se mostrou bastante alterada
quando comparada ao grupo controle negativo (CN), porém, na leitura efetuada 60
dias apés os tratamentos, os cps pertencentes ao grupo PDI apresentaram uma

acentuada reducdo nos valores de variacdo de cor. Além disso, diferentemente do
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encontrado para a resina TPH, o grupo AcO néo apresentou diferenca significativa de

cor entre os 2 tempos analisados.

Assim, pode-se concluir que para a resina Z350, embora tenha havido
manchamento, este voltou ao baseline apds comparagdo com respectivo CN. Em
contraste com os resultados encontrados para os outros 2 tipos de resinas avaliadas, a
resina AML apresentou variagdo de cor mais acentuada no tempo “imediatamente
ap6s os tratamentos” nos grupos CN e AcO, ndo apresentando alteragao significativa
quando comparada com as leituras efetuadas no tempo “60 dias apos tratamentos”. Por
outro lado, os espécimes pertencentes ao grupo PDI apresentaram menor alteracéo de
cor no tempo “imediatamente” e maior alteracdo no tempo “60 dias ap6s”. Desse
modo pode-se concluir que embora a PDI ndo tenha promovido manchamento
significativo nos cps no tempo “imediatamente apds tratamento”, no tempo 60 dias
apos, houve aumento da alteracdo de cor, porém esse manchamento foi semelhante ao

encontrado no grupo CN.

Tabela 10 Analise dos efeitos principais. (ComparagGes mdultiplas pelo teste de Sidak,
0=0,05).

Fator Niveis Média IC95%
Tempo Imediatamente Ap6és 0,671 0,620 0,721
p<0,001 60 dias Apo6s 0,931 0,863 0,999
Resina
p<0,021 TPH 0,819a 0,749 0,890

Z350 0,674b 0,596 0,752
AML 0,910a 0,832 0,988

Tratamento
p<0,001 PDI 0,973a 0,888 1,057
Veiculo 0,745b 0,675 0,816
CN 0,685b 0,614 0,755

Fonte: Elaboracdo propria.
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Figura 37 - Média e desvio-padrdo dos valores de alteragdo de cor (AE) obtidos segundo o
tratamento (PDI, AcO, CN) e tipo de resina composta (TPH, Z350, AML). Letras diferentes
indicam diferencas entre médias estatisticamente significativas de acordo com o pds-teste de
Sidak (p<0,049).
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Fonte: Elaborag&o propria.

5222 Analise da microdureza superficial

Os resultados encontrados pela ANOVA (Tabela 11) mostraram que exceto 0s
fatores “tempo x tratamento” e “tratamento”, todos os outros foram significativos (p <
0,001). Conforme os resultados observados, é possivel dizer que, de modo geral, a
resina AML apresentou dureza inferior as demais resinas, independentemente do
tratamento considerado (p%), tendo a maior parte de seus valores concentrados entre
45 e 60 kegf (Figura 38). Adicionalmente, nas leituras realizadas no tempo “60 dias
ap6s os tratamentos”, a dureza da resina se manteve estatisticamente igual aquelas

realizadas no tempo “baseline* para todos os grupos. Do mesmo modo, embora a
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resina TPH apresente uma dureza inicial maior do que a AML, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre as leituras realizadas anteriormente aos tratamentos

e 60 dias apds para todos 0s grupos testados.

Somado a isso, pode-se notar que os valores de dureza encontrados para o

grupo PDI e para o CN foram estatisticamente iguais, indicando que a PDI ndo causa

efeito deletério sobre esses dois tipos de resina.

Em contrapartida, para a resina Z350, embora os valores de dureza tenham se

mostrado iguais entre os trés tratamentos no tempo “baseline”, no tempo “60 dias apds

tratamentos” o grupo PDI mostrou redugdo dessa propriedade em relagdo aoS grupos

AcO e CN, sugerindo efeito negativo relacionado a exposicao a PDI.

Tabela 11 Sumario da Anova de medidas repetidas mista para analise de dureza.

Fonte de Variacdo SQ gl QM F p n m

Tempo 4291,11 1,00 4291,11 57,22 <0,001 0,25 1,00

Tempo x Superficie 2228,03 2,00 1114,02 14,86  <0,001 0,15 1,00

Tempo x Tratamento 6,38 2,00 3,19 0,04 0,958 0,00 0,06

Tempo x Superficie x Tratamento 2733,50 4,00 683,37 9,11 <0,001 0,18 1,00
Residuo 12823,01 171,00 74,99

Tratamento 49,59 2,00 24,79 0,36 0,696 0,00 0,11

Superficie 39735,92 2,00 19867,96 291,36 <0,001 0,77 1,00

Tratamento x Superficie 2347,90 4,00 586,98 8,61  <0,001 0,17 1,00
Residuo 11660,45 171,00 68,19

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 38 — Meédia e desvio-padrdo dos valores de dureza Vickers (kgf) obtidos antes
(baseline) e apds os tratamentos (PDI, AcO, CN) segundo a resina composta (TPH, Z350,
AML). Letras diferentes indicam diferencas entre médias estatisticamente significativas de
acordo com o pOs-teste de Sidak (p<0,038).
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Fonte: Elaboracdo propria.

5223 Analise da rugosidade superficial

Apos analise inferencial percebeu-se que o fator “tempo” nao foi significativo

nos resultados encontrados. (Tabela 12)

Tabela 12. Sumario da Anova de medidas repetidas mista para analise de rugosidade
superficial.

Fonte de Variag&o SQ gl QoM F p n,’ m

Tempo 0,00 1,00 0,00 0,00 0,991 0,00 0,05

Tempo x Superficie 0,00 2,00 0,00 0,79 0,457 0,01 0,18

Tempo x Tratamento 0,00 2,00 0,00 0,93 0,396 0,01 0,21

Tempo x Superficie x Tratamento 0,01 4,00 0,00 0,54 0,703 0,01 0,18
Residuo 0,40 171,00 0,00

Superficie 0,05 2,00 0,02 8,08  <0,001 0,09 0,96

Tratamento 0,06 2,00 0,03 9,72  <0,001 0,10 0,98

Tratamento x Superficie 0,10 4,00 0,02 8,57 <0,001 0,17 1,00
Residuo 0,49 171,00 0,00

Fonte: Elaboracdo propria.



Em virtude do fator “tempo” ndo ter sido significativo, as comparagdes
maltiplas foram realizadas de forma independente dele, ndo tendo sido necessario
utilizar um teste para medidas repetidas. Por essa razéo, optou-se pelo teste de Games-

Howell, que possui correcdo de heterocedasticidade.

Figura 39 - Média e desvio-padrio dos valores de rugosidade (um) obtidos segundo o
tratamento (PDI, AcO, CN) e tipo de resina composta (TPH, Z350, AML). Letras diferentes
indicam diferencas entre médias estatisticamente significativas de acordo com o pos-teste de
Games-Howell (p<0,034).
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Fonte: Elaboracéo propria.

Os resultados (Figura 39) mostraram que a rugosidade das resinas TPH e Z350
ndo foram alteradas nos diferentes grupos, indicando que nem a PDI nem o veiculo
provocaram alteracOes deletérias na varidvel estudada. Adicionalmente, como 0s
grupos CN de ambas as resinas também ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas entre as médias, sugere-se que essas resinas possuem rugosidade

semelhante.

Por outro lado, o grupo CN da resina AML apresentou rugosidade menor do

que as outras resinas e, apos realizacdo dos tratamentos, a resina teve sua rugosidade
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aumentada nos grupos PDI e AcO quando comparadas ao CN, sendo que 0S grupos
PDI e AcO mostraram medias equivalentes. Desse modo, pode-se sugerir que o efeito
deletério observado pode ter sido causado pelo veiculo da formulacédo e ndo pelo efeito

fotodinamico propriamente dito.

5.3.1 Avaliacdo da estabilidade de cor, microdureza e rugosidade superficial de

esmalte dental

5311 Estabilidade de cor

De acordo com os resultados da ANOVA, somente o fator “tempo” teve efeito
significativo na alteracdo de cor do esmalte (Tabela 13). Independentemente do
tratamento, no tempo imediatamente apds, a média (X) da variagao de cor foi de 2,05 +
desvio padrdo (dp) de 1,09, enquanto que as medidas efetuadas 60 dias p6s- PDI o
valor da média subiu para 3,22 + 1,79 (Figura 40), sugerindo que a mudanca de cor
ocorreu naturalmente em razdo do tempo de armazenamento dos cps em saliva
artificial. Andlise inferencial por intervalos de confianca (ICgs%) dos tempos avaliados
também foi realizada e encontra-se na figura seguinte (Figura 40).

Tabela 13 Sumario da ANOVA de medidas repetidas mista para analise da variacdo da cor
entre as medidas.

Fonte de Variacio SQ gl QM F p N, Tt
Tempo 60,45 1,00 60,45 32,20 <0,001 0,27 1,00
Tempo x Tratamento 0,60 2,00 0,30 0,16 0,852 0,00 0,07
Residuo 159,55 85,00 1,88
Tratamento 4,23 2,00 2,12 0,82 0,444 0,02 0,19
Residuo 219,22 85,00 2,58

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 40 - Média e intervalos de confianca (ICgse) de alteragao de cor (AE) obtidos segundo
o tratamento (PDI, AcO, CN) nos diferentes tempos de avaliacdo sobre cps em esmalte dental
bovino.
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Fonte: Elaborag&o propria

53.1.2 Analise da microdureza superficial

Os resultados encontrados ap6s ANOVA de medidas repetidas mista (Tabela
14) mostraram que a dureza avaliada previamente aos tratamentos se mostrou
significativamente maior que a aferida apds 60 dias, independentemente dos
tratamentos (X + dp: A=190,22+62,09; 60d=141,97+58,11; p<0,001), indicando que

houve reducédo de dureza com o tempo.

Tabela 14 Sumario da ANOVA de medidas repetidas mista para analise de dureza Knoop
(kgf).

Fonte de Variagao SQ gl QM F p n,’ |
Tempo 104796,59 1,00 104796,59 37,58 <0,001 0,30 1,00
Tempo x Tratamento 20,66 2,00 10,33 0,00 0,996 0,00 0,05
Residuo 242596,49 87,00 2788,47
Tratamento 66750,78 2,00 33375,39 850 <0,001 0,16 096
Residuo 341573,85 87,00 3926,14

Fonte: Elaboracdo propria.



Além disso, os valores de dureza do grupo PDI se mostraram

significativamente superiores aos demais grupos, conforme Figura 41 abaixo.

Figura 41 - Média e desvio-padrdo dos valores de dureza Knoop (kgf) obtidos em dois
momentos apo6s os tratamentos (PDI, AcO, CN). Os valores de dureza do grupo PDI se
mostraram significativamente superiores aos demais grupos de acordo com o pds-teste de
Sidak (p<0,022).
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Fonte: Elaboracéo propria.

Conforme observado nos resultados, o tempo de armazenamento dos cps em
saliva artificial promoveu a diminuicdo da dureza superficial em todos 0s grupos
avaliados, sugerindo que a PDI ndo desencadeou qualquer efeito deletério sobre a

superficie do esmalte dental bovino.

53.1.3 Analise da rugosidade superficial

A variavel dependente considerada foi “Rugosidade Superficial (um)-Esmalte”
e as variaveis independentes foram o tempo de avaliacdo em 2 niveis (antes dos
tratamentos e 60 dias ap0s os tratamentos), o tipo de tratamento efetuado em 3 niveis
(PDI, CN e AcO). Apos realizagdo das medidas, os dados foram apurados e estatistica

descritiva foi realizada, seguida de anélise de outliers.
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Na sequéncia, estatistica foi efetuada por meio de ANOVA de medidas
repetidas mista, seguida de pds- teste de Games Howell, considerando um nivel de
significancia de 5% (Tabela 15).

Tabela 15 Sumério da ANOVA de medidas repetidas mista para analise de rugosidade
superficial nos cps em esmalte dental bovino.

2

Fonte de Variacado SQ gl QM F p n, ™
Tempo 1,03 1,00 1,03 9,79 0,002 010 0,87
Tempo x Tratamento 0,55 2,00 0,27 260 0,080 006 0,51
Residuo 9,17 87,00 0,11
Tratamento 0,52 2,00 0,26 1,02 0,364 002 0,22
Residuo 21,99 87,00 0,25

Nota: cps: corpos de prova.
Fonte: Elaboracéo propria.

A analise verificou que somente o fator “tempo” foi significativo (p= 0,002).
As medidas efetuadas antes dos tratamentos proporcionaram a quantificacdo de uma
rugosidade média de 0,878 + 0,451, tendo sido significativamente reduzida para 0,726
+ 0,393 nas medidas efetuadas 60 dias apds tratamentos. Isso sugere que a PDI ndo
possuiu efeito deletério na rugosidade do esmalte, e que a diminui¢do observada foi

devido a um comportamento natural desse tipo de superficie.
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5.3 Estudo 3 - Eficacia da Inativacdo Fotodinamica Mediada pela Curcumina
Sobre Biofilmes Formados In Situ Sobre Esmalte Dental — Estudo Piloto

Os valores médios, e respectivos desvios-padrdo e intervalos de confianga,
obtidos ap6s quantificacdo de colbnias para cada um dos voluntérios estdo mostrados
na Tabela 16. A andlise dos ICgs9 possibilitou a avaliacdo do comportamento de cada
voluntério frente a PDI. De acordo com o observado neste estudo piloto, ha indicativos
de que o efeito da PDI possa, de fato, ser diferente para cada individuo, uma vez que,
por essa analise, sugere-se que a PDI ndo surtiu efeito para reducdo microbiana de
nenhum MO do biofilme formado pelos voluntarios “1, 4, 5 e 7”, ja que os intervalos
de confianca dos grupos PDI e controle se cruzaram. Para os voluntérios “2 e 37, a
PDI possuiu efeito para as variaveis “logioUFC/mL Geral” e “logioUFC/mL de
Candida spp”, respectivamente. O Unico voluntario em que a PDI apresentou efeito
sobre mais de uma varidvel-resposta foi o “6”, onde foi possivel observar redugido
microbiana para S. mutans (logioUFC/mL de S. mutans) e MOs em geral
(log20UFC/mL Geral). No entanto, os dados apresentados sdo somente indicativos, de
modo que a afirmacdo podera ser de fato comprovada ap6s conclusdo do estudo e

analise hierarquica.
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Tabela 16 Valores médios de logio0UFC/mL e respectivos desvio-padrBes e intervalos de

confiancga (ICgs%) obtidos para cada meio de cultura em cada voluntario.

S. mutans L. casei Candida spp Todos
Voluntario Estatistica C-L- C+L+ C-L- C+L+ C-L- C+L+ C-L- C+L+
1 Média 3,41 3,40 3,35 3,68 - - 3,73 3,68
Desvio-padrao 0,30 0,36 0,23 0,33 0,35 0,31
Cosse 3,03 2,96 3,07 3,27 3,29 3,30
3,78 3,85 3,63 4,09 4,17 4,06
2 Média 3,65 3,11 3,40 3,29 1,94 1,38 4,61 3,42
Desvio-padrao 0,21 0,36 0,24 0,06 0,99 1,13 0,17 0,37
Coms 3,39 2,66 3,10 3,22 0,71 -0,02 4,39 2,95
3,90 3,56 3,69 3,36 3,16 2,78 4,83 3,88
3 Média 2,91 3,20 2,79 2,69 1,14 - 3,97 3,25
Desvio-padréo 0,37 0,46 0,27 0,34 0,94 0,64 0,07
Coms 2,45 2,63 2,45 2,27 -0,02 3,17 3,17
3,37 3,78 3,14 3,11 2,31 4,77 3,34
4 Média 3,94 3,79 3,12 3,12 1,54 0,34 3,98 3,23
Desvio-padrao 0,11 0,07 0,26 0,11 0,78 0,68 0,64 0,08
Coss 3,80 3,70 2,79 2,97 0,57 -0,51 3,18 3,13
g 4,07 3,87 3,44 3,26 2,51 1,19 4,78 3,33
5 Média 3,86 2,98 3,25 2,86 2,70 2,61 4,27 3,43
Desvio-padrao 0,40 0,40 0,07 0,26 0,17 0,12 0,48 0,31
Co 3,36 2,48 3,17 2,53 2,49 2,46 3,68 3,04
4,37 3,48 3,34 3,19 2,90 2,75 4,86 3,81
6 Média 3,97 3,03 3,17 3,17 2,11 1,80 3,41 2,43
Desvio-padr&o 0,30 0,26 0,22 0,13 0,29 0,19 0,34 0,27
Coss 3,60 2,71 2,90 3,00 1,76 1,57 2,98 2,09
o 4,34 3,35 3,44 3,34 2,47 2,04 3,83 2,77
7 Média 3,49 3,30 3,12 2,93 2,88 2,81 4,23 4,00
Desvio-padrao 0,19 0,42 0,17 0,20 0,50 0,24 0,09 0,64
Coms 3,19 2,64 2,85 2,62 2,09 2,43 4,08 2,98
3,80 3,97 3,39 3,24 3,68 3,19 4,38 5,02

Fonte: Elaborag&o propria.

Na sequéncia, a estatistica inferencial foi efetuada por meio de anélise de
variancia multivariada a um fator (MANOVA), seguida de ANOVA a um fator,
considerando nivel de significancia de 5% (Tabela 17). A MANOVA revelou que o
fator Grupo de Tratamento teve um efeito de elevada dimensdo e altamente
significativo, sobre a viabilidade microbiana (Traco de Pillai = 0,453; F; 73=15,127;
p<0,0001; n%=0,453; Poténcia (r)=1,000). A ANOVA univariada de cada uma das
variaveis dependentes mostrou que (Tabela 17) que houve efeito significativo do
tratamento sobre a viabilidade de Sm e dos micro-organismos crescidos no meio

inespecifico. A Figura 42 mostra que nesses casos, a PDI reduziu a viabilidade dos

micro-organismos em relagdo as amostras controle.
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Tabela 17 Sumério da ANOVA a um fator para anlise dos valores de logio (UFC/mI) para
cada variavel dependente.

Fonte de Variagdo sQ gl Qm F p n,’ ™
S. mutans 4,20 1,00 4,20 21,43 <0,001 0,22 1,00
L. casei 0,23 1,00 0,23 2,10 0,151 0,03 0,30
Candida spp 3,14 1,00 3,14 2,35 0,130 0,03 0,33
Meio Inespecifico 10,99 1,00 10,99 38,59 <0,001 0,34 1,00
Residuo 14,88 76,00 0.20
TOTAL 924,63 78,00

Fonte: Elaborag&o propria.

Figura 42- Valores médios de logiosUFC/mL e respectivos desvio-padrdes segundo o0s
tratamentos (C-L- e C+L+).
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Fonte: Elaboracéo propria.

Assim conclui-se que houve reducdo ndo significativa para Candida spp e L.
casei, enquanto que a reducdo foi significativa para S. mutans e MOs em geral
(cresceram no meio inespecifico).



6 DISCUSSAO

A placa dentaria é composta por diferentes tipos de MOs, como Lactobacillus,
Streptococcus mutans e Candida albicans, sendo encontrada naturalmente nos dentes
e sobre estruturas protéticas. Sua relagdo com o surgimento de lesdes de cérie é clara
pelo fato de favorecer a proliferagdo microbiana e proporcionar 0 aumento da
producdo dos acidos responsaveis pela desmineralizacdo do esmalte dental 6. Desse
modo, facilita a atuacdo de bactérias cariogénicas como Streptococcus mutans e
espécies de Lactobacillus, ambas consideradas 0s micro-organismos mais cariogénicos
do biofilme dental em virtude da sua capacidade de utilizar os carboidratos advindos
da dieta para se desenvolverem, bem como por serem acidogénicos e aciduricos *6: 108,
Por isso, agentes antimicrobianos vém sendo utilizados com o intuito de prevenir a
instalacdo e/ou progressdo da lesdo cariosa. Nesse cenario, a PDI tem sido o objeto de
inimeras investigagdes que buscam a reducdo microbiana de espécies encontradas na
cavidade bucal.

Diversas investigacdes relatam a eficacia antimicrobiana da PDI mediada pela
CUR 13 15-17,53-54, 91, 98, 106-108, 123 ' composto extraido do rizoma da Curcuma Longa que
possui inimeras propriedades bioativas, dentre elas, a acdo antimicrobiana in vitro
principalmente contra patdgenos presentes na cavidade oral 1>17 5254 Apesar de sua
instabilidade, ndo proporciona efeitos colaterais e interacdes medicamentosas 17 2,
sendo bastante aceita entre 0s pesquisadores da area. Ndo obstante, a CUR é um
composto que apresenta baixa solubilidade em agua, sendo o solvente organico como
o0 DMSO, até o presente momento, o seu principal solvente. Contudo, em virtude de
sua citotoxicidade, como por exemplo a possibilidade de causar injurias na estrutura
das membranas e paredes celulares, 0 DMSO ndo se torna um bom veiculo para
aplicacgoes in vivo 12,

A primeira etapa desde estudo investigou o efeito fotodinamico da CUR
veiculada em 3 diferentes formulag@es (hidrogel Quitosana, hidrogel Acido oleico e
DMSO a 10%) sobre biofilmes mono-espécie de C. albicans, L. casei e S. mutans
formados in vitro. De acordo com os resultados obtidos, para as trés espécies

microbianas avaliadas, o tipo de formulagéo utilizado, o tipo de tratamento aplicado e
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a interacdo entre esses dois fatores se mostraram altamente significativos (p<0,0001),
no entanto, o efeito (effect size) que o tipo de formulacéo utilizado exerceu sobre 0s
diferentes micro-organismos sempre foi maior em comparacdo ao efeito do tipo de
tratamento, sugerindo que a formulacdo foi a principal responsavel pelas diferencas
encontradas.

A CUR diluida em DMSO (10%) foi a unica formulagdo capaz de reduzir
significativamente a viabilidade dos trés micro-organismos avaliados, quando
comparado ao grupo controle. Em média, a reducdo atingida foi de 1,85log; 3,53log e
3,67log para Ca, Sm e Lc, respectivamente. Nossos achados corroboram diversos
relatos recentes de literatura que também apontam a eficacia fotodindmica das
preparacdes de CUR em DMSO sobre diferentes espécies microbianas 2 5354 106 108
No entanto, os resultados para C. albicans foram menos pronunciados do que aqueles
mostrados por Dovigo et al. *3, os quais obtiveram 80% de reducdo do metabolismo
dos biofilmes de Ca utilizando uma concentragdo de CUR quatro vezes menor do que
a testada na presente investigacdo. Provavelmente esse achado esteja relacionado ao
fato de que concentracbes maiores de CUR apresentam matizes mais acentuados,
dificultando a penetracdo da energia luminosa e, portanto, reduzindo a producédo de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio >*. Além disso, o tempo de pré-
irradiacdo de apenas 5 minutos pode ter favorecido o menor efeito sobre os biofilmes,
como ja reportado por Andrade et al. ** (2013). Quanto maior o tempo de contato do
FS com o biofilme, maior a penetrag@o no interior das camadas celulares, abrangendo
maior quantidade de células e consequentemente, promovendo maior morte
microbiana.

A utilizacdo do sistema contendo acido oleico como veiculo para o preparo da
CUR foi eficaz somente contra os biofilmes de Sm, causando uma redugdo de
aproximadamente 1,55 logio em comparacgéo aos biofilmes controle. O acido oleico é
um acido graxo insaturado muito utilizado no preparo de produtos dermatoldgicos
como sabonetes, cremes e emulsdes cosméticas por possuir propriedades emolientes,
sendo capaz de auxiliar na reposicdo da oleosidade perdida por peles ressecadas 2°.
Essa caracteristica sO é possivel devido a grande cadeia lipofilica existente em sua

estrutura, classificando-o como um composto de baixa afinidade com a agua 6. Desse
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modo, por ser mais compativel com moléculas hidrofobicas poderia ser um bom
veiculo para a CUR . Até o presente momento ndo existem relatos da inativacdo
fotodinamica mediada por CUR carreada em &cido oleico, ndo sendo possivel realizar
comparagdes dos nossos achados com outros estudos. A diferenca de comportamento
apresentada pelas diferentes espécies perante a terapia pode ser explicada em virtude
da capacidade que as espécies de Lactobacillus possuem de se aderirem umas as
outras envolvendo a formacdo de uma estrutura cristalina responsavel pela
hidrofobicidade da superficie, adaptando-se facilmente a mudancas ambientais *°. De
modo geral, Sm, na forma plancténica 1% 1%-198 e organizados em biofilme °, parece ser
susceptivel & PDI mediada pela CUR em diferentes formulages. Aradjo et al. em
2014 *° avaliaram o efeito da PDI mediada por uma mistura de curcumina e
curcuminoides (MCUR) sobre biofilmes multiespécies (Sm e Lc) e lesGes cariosas em
dentina, observando que a eficicia antimicrobiana foi diretamente proporcional a
concentracdo utilizada da droga (MCUR em N- Dimetil — D-Glucamina dildida em
agua destilada) quando a dose de luz empregada foi 5,7 J/cm?, chegando a atingir
100% de reducdo da viabilidade dos MOs. Nossos resultados também mostraram
discreto efeito dessa formulacdo de CUR, sem iluminagéo, sobre Sm, o que néo foi
observado para as demais espécies. Bernegossi et al. % relatou inativagdo completa de
biofilme multiespécie apos ter usado formulacdo contendo esse copolimero organico,
sugerindo que possa realmente possuir efeito na auséncia de luz. Assim, parece que a
formulacdo contendo &cido oleico possui afinidade aumentada para inibicdo do Sm o
que precisa ser melhor investigado a fim de compreender os mecanismos que levaram
a esse resultado.

Adicionalmente, para todos os veiculos testados em C. albicans e L. casei, 0s
grupos em que se avaliou a acdo isolada da CUR (C+L-) e da luz (C-L+) ndo
apresentaram diferenca estatistica com relacéo aos respectivos controles.

Diferentemente das demais espécies, a aplicacdo isolada da CUR, tanto em
DMSO como em Acido oleico, mostrou discreta toxicidade para o Sm. Para as outras
espécies avaliadas, a acéo isolada da CUR e da luz ndo suscitou em qualquer diferenca
estatisticamente significativa em comparacao aos respectivos controles, resultado que

esta em acordo com outros estudos 1516 106-108
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Nenhum efeito antimicrobiano foi encontrado para a formulagdo de CUR
veiculada em quitosana para todos os tratamentos efetuados e para todas as espécies
avaliadas quando comparado ao controle positivo. Os achados encontrados para as
formulacbes em hidrogel quitosana foram bastante distintos dos observados por
Graciano et al. ', o qual, embora tenha avaliado a eficcia da terapia fotodinamica
mediada por azul de toluidina em gel de quitosana sobre tecido tumoral in vivo,
observou aumento no numero de apoptoses apds a terapia fotodinamica quando
comparado com o respectivo controle, embora tenha utilizado concentracéo diferente.
Essa diferenca encontrada pode estar relacionada ao fato de que a presente
investigagdo objetivou avaliar a eficacia antimicrobiana da PDI sobre MOs
organizados em biofilme, enquanto que Graciano et al. " avaliaram a terapia sobre
células eucariontes, e é sabido que a inativacdo microbiana sobre biofilmes é muito
mais complexa e dificil de ser atingida principalmente pela prépria configuracéo fisica
dos biofilmes 2. Além disso, por se tratar de uma formulagio com boa bioadesividade
a superficie %, pode-se sugerir que a formulagdo tenha permanecido superficialmente
ao biofilme, ndo penetrando profundamente no seu interior, diminuindo assim a sua
acdo. Shrestha e Kishen'*® também avaliaram o efeito antimicrobiano da quitosana
sobre Enterococcus faecalis na forma planctonica e verificaram completa inativagao
celular, diferentemente do observado no presente estudo.

Embora a espécie de Sm tenha sido susceptivel a PDI mediada pela formulagédo
de CUR em sistema contendo &cido oleico, foi nitido o maior potencial antimicrobiano
da CUR em DMSO. E possivel que a pronunciada diferenca encontrada entre a
eficacia da inativacdo fotodindmica das formulacdes de quitosana e acido oleico com
as formulagdes que utilizaram o DMSO a 10% como diluente esteja relacionada a
dificuldade de penetracdo no interior do biofilme microbiano ** por parte das
formulagdes em hidrogel, as quais sdo consideravelmente mais viscosas do que as
formulagBes liquidas 26. Além disso, outro fator que poderia ter sido responsavel pela
baixa acdo antimicrobiana da PDI mediada pelas formulacdes em hidrogel seria a
velocidade de liberacdo do farmaco, diminuindo assim, a quantidade da droga no
interior das células e consequentemente, reduzindo a producdo de radicais livres e

espécies reativas de oxigénio #!. Assim, os resultados encontrados no estudo 1
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confirmam que os efeitos fototoxicos da CUR podem ser altamente dependentes do
tipo de preparacdo utilizada para solubilizagdo, de modo que isso poderia explicar 0s
distintos efeitos antimicrobianos encontrados nesta investigacéo.

Apesar da CUR em DMSO a 10% ter se mostrado a formulacdo mais eficaz no
estudo 1, ela foi incluida somente para comparacdo com as outras formulagdes pois
esta ndo atende os requisitos de um FS seguro e compativel para utilizacdo intrabucal
guando nessa concentracdo. Assim, a formulacdo em acido oleico foi selecionada para
a execucao dos estudos subsequentes.

Resinas compostas sdo materiais restauradores utilizados para restauragdes de
elementos dentais posteriormente & remocdo do tecido careado. As resinas sdo
constituidas basicamente por matriz organica que envolve uma matriz inorganica,
sendo que a primeira pode ser composta por diferentes tipos de mondémeros resinosos
como BisGMA (Bisfenol-A glicidil metacrilato), UDMA (Uretano dimetacrilato) ou
TEDGMA (Trietileno glicol dimetacrilato), dentre outros. A matriz inorgénica é
formada por particulas de carga como quartzo, silica, bario, estroncio, dentre outros °°.
De acordo com a dimensédo da particula de carga utilizada, a resina sera classificada
em macroparticulada (particulas com dimensdo entre 15 a 100 pum), microparticulada
(particulas de dimensdo entre 0,01 a 0,06 um), hibrida (particulas entre 0,6 e 3,0 um),
microhibrida (particulas entre 0,4 e 2,0 um), nanoparticulada (particulas entre 5 e 70
nm) ou nanohibrida (particulas entre 0,04 e 3,0 um) 2> 1%, Essas particulas dispersas
na matriz organica sao as responsaveis por conferir as resinas caracteristicas como

resisténcia ao manchamento, maior ou menor dureza e rugosidade superficial 44,

O presente estudo investigou os possiveis efeitos que a PDI poderia causar
sobre materiais restauradores resinosos. Uma vez que que a etapa de acabamento e
polimento foi padronizada para todos os corpos de prova confeccionados, € possivel
concluir que as alteragbes de cor encontradas na presente investigacdo foram
originadas ou pelas proprias caracteristicas do material avaliado ou pelos tratamentos
efetuados #*. Os resultados encontrados para a resina microhibrida TPH mostraram
que, independentemente do tempo avaliado, os valores de AE foram estatisticamente
iguais, indicando que a PDI ndo promoveu qualquer efeito negativo sobre a superficie

da resina. O baixo indice de manchamento também foi observado em estudos que
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avaliaram a estabilidade de cor de resinas do tipo microhibridas apds imersdo em
solugbes corantes como café, refrigerantes a base de cola e cha . Além disso, é
possivel que os compostos presentes no sistema de hidrogel acido oleico apresentaram
baixa afinidade com a matriz orgéanica da resina, ndo ocorrendo a dissolugdo do
material e consequentemente ndo havendo a formagéo de gaps que poderiam prender
as moléculas corantes por entre as particulas de carga. Diferentemente, os resultados
obtidos para os cps confeccionados em resina microhibrida AML indicaram que no
tempo “imediatamente apds os tratamentos” os espécimes pertencentes ao grupo CN
apresentaram alteracdo significativa do AE quando comparado com os pertencentes ao
grupo PDI. No entanto, decorridos os 60 dias dos tratamentos, o grupo PDI apresentou
um aumento consideravel do AE, atingindo a média encontrada nos grupos CN e AcO
e se mostrando estatisticamente igual a eles. Esse ocorrido pode indicar que algum
componente da formulacdo de CUR veiculada em hidrogel &cido oleico evitou a
pigmentacdo dos espécimes pertencentes ao grupo PDI imediatamente ap6s o
tratamento, podendo ter sido por adsorcéo a superficie dos cps ou ainda por alguma
interacdo quimica que com o passar do tempo foi perdendo sua forca e permitiu que 0s
espécimes apresentassem um aumento do AE. Por outro lado, também foi observada
grande variabilidade em todos os grupos da resina AML e, portanto, seus resultados
devem ser vistos com cautela. No momento da confeccdo dos cps, notou-se que este
material apresentava consisténcia mais pegajosa, o que facilitou a formacao de bolhas,
as quais eram visiveis a olho nu. Embora os cps que apresentaram bolhas visiveis
tenham sido descartados, é possivel que no momento do polimento pequenas bolhas
presentes no interior dos cps tenham sido evidenciadas facilitando a penetracdo da
formulacédo e influenciando diretamente na alteracdo da cor. Em virtude de ambas as
resinas TPH e AML serem microhibridas, era esperado que 0 mesmo comportamento
apresentado pelos espécimes confeccionados em resina TPH fosse encontrado
naqueles confeccionados em AML. Assim, é possivel que a distingdo apresentada
entre 0s respectivos resultados esteja, de fato, relacionada as caracteristicas individuais
de cada resina composta e a maior variabilidade nas leituras da AML, uma vez que ha

relatos de ambos os comportamentos para as resinas microhibridas avaliadas 1% 44 6. .
151
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A Tnica resina composta que apresentou AE maior no tempo “imediatamente
ap6s a PDI” quando comparado com o respectivo CN foi a Z350, no entanto,
decorridos os 60 dias pds-tratamentos, o0 AE diminuiu, de modo que a alteragdo de cor
encontrada se manteve estatisticamente igual ao seu CN. Uma vez que 0s corantes
podem manchar a resina tanto por absor¢do quanto por adsorcdo 76 137151 esse
resultado sugere que a alteracdo de cor tenha ocorrido superficialmente a resina e que
0 periodo em que os espécimes do grupo PDI permaneceram em saliva artificial pode
ter feito com que os residuos de CUR se desprendessem da superficie dos cps,
indicando que a coloragdo ndo seja permanente °°. Esse achado para a resina Z350
também foi encontrado por outros autores que avaliaram a estabilidade de cor #% %,
sugerindo que a Z350 seja mais susceptivel a pigmentacdo imediata do que a TPH.
Provavelmente a aparente “resisténcia” que a TPH apresenta quanto a alteragdo de cor
quando comparada com a Z350 esteja relacionada com a composicao, distribuicdo e
dispersdo das particulas de carga na matriz organica, permitindo que uma maior area

da matriz organica fique exposta a acio de corantes 42 6. 95, 137, 151

A dureza superficial das resinas compostas esta intimamente relacionada com o
tipo de matriz orgénica e particulas de carga presentes em sua composi¢ao, meios de
imersdo e método de polimento #4. Assim, a menor resisténcia oferecida pela resina a
penetracdo do diamante durante os testes de microdureza poderia ser um indicativo
indireto de menor resisténcia ao desgaste oriundo dos esforcos mastigatorios a que
seria submetida na cavidade oral. Esse estudo verificou que a PDI ndo promoveu
efeito deletério sobre as resinas TPH e AML, uma vez que para todos 0s grupos
avaliados, a dureza ndo se alterou no tempo “60 dias apds”. Em contrapartida, para a
resina Z350, 0s espécimes pertencentes ao grupo PDI apresentaram uma reducéo
significativa da dureza no tempo “60 dias apds” quando comparado ao controle,
sugerindo que a PDI mediada por CUR veiculada em hidrogel &cido oleico tenha
promovido um efeito negativo sobre essa propriedade. Embora algumas pesquisas que
avaliaram a dureza de resinas apds exposi¢do a agentes clareadores tenham concluido
que ndo houve diferenca significativa entre a dureza nos grupos controle e
experimental para 350 % #2112 hi quem diga que os radicais livres produzidos

durante o procedimento clareador podem afetar negativamente a interface matriz
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organica-particulas de carga, promovendo a formagdo de gaps por ruptura da ligacdo
quimica entre eles, o que contribuiria para a redugio da dureza do material >°. Em vista
de que a aplicacdo da terapia fotodinamica também promove a formacéao de radicais
livres, é possivel sugerir que os radicais livres formados se comportem da mesma
maneira que aqueles formados durante o procedimento de clareamento dental. Em
virtude da grande variedade de protocolos utilizados para clareamento, torna-se dificil
se realizar uma comparacao entre os efeitos que o procedimento de clareamento
promove sobre a dureza de materiais resinosos daqueles proporcionados pela PDI.
Entretanto, uma vez que a longevidade das restauracfes resinosas € diretamente
dependente das propriedades estéticas, fisicas e bioldgicas das resinas ® 42 %% 112 deve-
se considerar que a diminuicao dos valores de dureza observada nos cps pertencentes
ao grupo PDI da resina Z350 poderd ser um fator limitante do uso da Inativacdo
Fotodindmica, mediada por CUR veiculada no sistema denominado hidrogel acido
oleico, em sitios da cavidade oral que estejam proximos de elementos dentais

restaurados com Z350.

De acordo com os resultados, foi possivel verificar que os valores de
rugosidade das resinas TPH e Z350 n&o foram alterados independentemente do grupo
a que pertenciam, indicando que nem a PDI nem o sistema utilizado para veicular a
CUR (AcO) foram capazes de promover qualquer alteracdo relacionada a variavel
rugosidade superficial. Adicionalmente, embora as resinas TPH e Z350 possuam
diferencas em sua composicdo (Figura 7), foi possivel dizer que a rugosidade
superficial encontrada para ambas se mostrou semelhante. Esse resultado também foi
relatado por pesquisadores que avaliaram rugosidade superficial de resinas
microhibridas e nanoparticuladas e verificaram que devido as caracteristicas das
particulas de carga existentes na Z350, suas propriedades mecéanicas teriam ficado téo
satisfatorias quanto as encontradas em resinas hibridas e microhibridas ® 2 137, Em
contrapartida, os espécimes confeccionados a partir da resina AML e pertencentes aos
grupos PDI e AcO tiveram a rugosidade superficial significativamente semelhante
entre si e aumentada quando comparados com aqueles pertencentes ao CN (Figura 39).
Desse modo € possivel sugerir que o efeito encontrado tenha ocorrido por algum dos

componentes existentes no sistema hidrogel acido oleico, que pode ter sido capaz de
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alterar a dispersdo das particulas na matriz resinosa, levando ao aumento significativo
da rugosidade superficial °. Mais estudos seriam necessarios para melhor analisar esse

comportamento.

Em contraste com os resultados encontrados para os cps de resina, 0S
confeccionados por esmalte dental bovino ndo apresentaram comportamento que
sugerisse uma possivel influéncia da PDI sobre a alteracéo de cor e sim uma influéncia
natural do tempo de armazenamento em saliva artificial, uma vez que, ao final dos
tempos avaliados, a alteracdo de cor foi igual para todos os grupos. Sendo assim, ha o
indicativo de que as mudangas de cor encontradas ocorreriam naturalmente,
independentemente dos tratamentos realizados. De forma diferente, estudos que
avaliaram a estabilidade de cor de cps em esmalte dental apds imersdo em solugcbes
corantes observaram uma alteracdo de cor estatisticamente significativa quando
comparada ao grupo controle, indicando que o corante, de fato, foi um fator
determinante para a variagdo de cor encontrada . Do mesmo modo que o observado
para as alteracdes de cor sobre cps confeccionados a partir de esmalte dental bovino, o
fator “tratamento’ ndo apresentou influéncia sobre suas propriedades mecanicas de
rugosidade, sendo o fator “tempo” o responsavel pela diminuicdo desses valores na
medida realizada 60 dias apds a realizacdo dos tratamentos. Os resultados encontrados
para 0s cps em esmalte dental bovino diferenciam-se daqueles obtidos em estudos que
avaliaram as propriedades mecanicas do esmalte apds clareamento dental, em que se
vé uma reducdo da microdureza, sendo recuperada apos, pelo menos, 1 semana de

imersdo em saliva artificial ' %0 195,

Os resultados encontrados na presente investigacdo permitem concluir que a
PDI parece ndo ter potencial de promover alteracGes estéticas e mecénicas na
superficie do esmalte, podendo ser aplicada com seguranca na pratica clinica.
Entretanto, os resultados obtidos para as resinas compostas apds avaliacdo de alteragédo
de cor, rugosidade e dureza mostram que algum efeito deletério pode ocorrer
dependendo do tipo de material restaurador, sendo importante que mais investigagdes
sejam conduzidas com diferentes formulacGes e, talvez, com CUR em menores

concentragdes para que os achados sejam confirmados. Assim, a utilizacdo da PDI
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para descontaminacgdo de sitios especificos em esmalte pode ser mais segura do que a

descontaminacdo geral que pode envolver o contato com materiais restauradores.

Uma vez concluidas as etapas iniciais que indicaram a formulacdo em Acido
Oleico como possivel veiculo para preparo da CUR, a terceira parte dessa pesquisa foi
iniciada por meio da avaliagdo do efeito antimicrobiano da PDI em biofilmes
formados in situ sobre o esmalte dental.

A placa dentaria é reconhecidamente um sistema microbiano complexo e
multiespécie, no entanto sdo substancialmente poucos os estudos que investigam a
eficacia da PDI sobre MOs organizados nesses biofilmes 1> 1 %254 Adicionalmente,
grande parte dessas investigagBes limita-se em descrever uma Gnica espécie 1> 5254 91
sendo raras as pesquisas sobre biofilmes formados por duas espécies *° ou ainda sobre
biofilmes multiespécies 1% 47, Esse fato se torna relevante, uma vez que quase todas
as bactérias existentes na natureza crescem em comunidades, onde os MOs funcionam
organizadamente como uma sociedade, apresentando caracteristicas distintas daquelas
encontradas em células em suspensdo, como por exemplo, maior resisténcia a acao de
antimicrobianos 32 92104,

Nossos resultados mostraram que a PDI mediada pela CUR carreada pelo
sistema denominado hidrogel &cido oleico manteve seu efeito apenas sobre o Sm, fato
que ja havia sido verificado no estudo in vitro, sugerindo que Sm seja, realmente, mais
susceptivel a essa terapia do que os outros MOs presentes no biofilme multiespécie.
Esses resultados, corroboram outras investigacfes que avaliaram a PDI mediada por
CUR sobre cepas de Sm, como Paschoal et al. 1% 1% em que chegou a atingir total
inativacdo (0,75 mM de CUR + 24 J/cm?) % e uma reducéo de 71,07% da viabilidade
(4 mM de CUR + 72 Jicm?) % dos MOs quando em forma planctonica. Do mesmo
modo, Araujo et al ® conseguiram completa inativacio de Sm também em suspensdo
ap6s utilizar CUR a 1,5 g/L associada com dose de 5,7 Jicm?. Esses resultados,
embora sobre cepas de Sm dispersos em suspensdes, indicam a susceptibilidade da
espécie & inativacao fotodinamica mediada pela CUR. A menor reducéo da viabilidade
de Sm encontrada na presente investigacdo pode ter ocorrido por termos avaliado a

PDI sobre biofilmes, os quais comprovadamente reduzem a acdo fotodinamica por
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dificultarem a penetracdo/difusdo dos farmacos no interior do biofilme, diminuindo a
acdo sobre as células localizadas mais profundamente na estrutura 3292 104 147 Al¢m
disso, a reduzida eficacia da PDI sobre biofilmes pode estar relacionada ao fato de
que, quando organizados desse modo, os MOs desenvolvem alteracdes génicas e
fenotipicas que influenciam negativamente na acdo de terapias antimicrobianas
quando comparadas com células em sua forma planctonica 32 47

Os efeitos pouco pronunciados encontrados neste estudo corroboram aqueles
observados por Panhoca et al. 1% apés verificar a eficacia da PDI (PIT de 5 min;
45)/cm?; LED azul) mediada por dois diferentes fotossensibilizadores (CUR a 1500
pg/ml e Photogem a 1000 pg/ml, ambos solubilizados em &gua destilada) sobre
biofilme de Sm formado in situ (7 dias). Em sua investigacdo, Panhoca et al.'%
observaram que ambos os farmacos quando associados a luz, com comprimento de
onda especifico para cada uma, promoveram reducdo significativa da viabilidade de
Sm. N&o obstante, o protocolo que utilizou o Photogem como fotossensibilizador
proporcionou uma porcentagem de reducdo de 18%, enquanto que para CUR, uma
porcentagem de reducédo de 15% foi observada. Em contrapartida, Teixeira et al. 14
observaram que a PDI reduziu significativamente a viabilidade microbiana (azul de
toluidina a 100 pg/ml; PIT de 5 min; 55 J/cm?, LED vermelho) (p < 0,01) dos
biofilmes monoespécies formados in vitro, enquanto que os biofilmes formados in situ
ndo mostraram susceptibilidade quando comparado ao grupo controle. Provavelmente
as diferencas relacionadas a eficacia da PDI entre os resultados observados para 0s
biofilmes formados in vitro daqueles que cresceram in situ podem ser explicadas pelo
fato de que, biofilmes formados naturalmente na cavidade oral consistem de centenas
de bactérias e fungos organizados de forma complexa em uma matriz organica de pelo
menos 1 mm de espessura, enquanto que biofilmes reproduzidos em laboratério muito
dificilmente chegardo a tamanha complexidade. Sendo assim, o caminho que o
fotossensibilizador precisa percorrer para atingir as células localizadas nas camadas
mais profundas do biofilme é muito mais longo e dificil 3> 128 147,

Além do efeito observado para as cepas de Sm, houve reducgédo de crescimento
de MOs plagueados no meio inespecifico, indicando que outros MOs, que ndo aqueles

avaliados em meios especificos, podem também ter sofrido efeito da PDI. A literatura
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relata que em uma pequena amostra de placa dentéria, € possivel encontrar de 12 até
27 espécies de MOs como, por exemplo, Actinomyces spp, Haemophilus spp,
Capnocytophaga spp, Veillonella spp e Neisseria %2. Dessa forma, é possivel que
outras especies bacterianas tenham sido susceptiveis a terapia aplicada, 0 que precisa
ser melhor avaliado em estudos futuros. Recentemente, Santin et al. 12 realizaram uma
revisdo sistematica da literatura sobre inativagdo fotodindmica e placa dentéria,
chegando a conclusdo de que a grande maioria das investigacdes avaliam a PDI sobre
MOs em sua forma plancténica e os poucos estudos que avaliam a eficacia da PDI
sobre MOs organizados em biofilme, o fazem sobre biofilmes in vitro, sendo poucos
os relatos do uso da PDI sobre biofilmes multiespécies formados in situ. No entanto,
os autores reforcam a necessidade de se atentar para a elaboracdo de um bom
delineamento experimental que contemple fatos importantes como nimero amostral,
aleatorizagdo das amostras e cegamento dos envolvidos na pesquisa.

E importante destacar a grande variabilidade encontrada de UFC/mL para a
variavel “logioUFC/mL de Candida spp”, o que certamente influenciou na decisdo da
analise estatistica realizada. Alguns individuos ndo apresentaram espécies de Candida
no biofilme formado influenciando na variabilidade dos resultados. Ainda quanto ao
efeito da PDI, os dados obtidos sugerem diferencas relacionadas aos individuos,
indicando que a eficacia da terapia pode estar diretamente associada a flora microbiana
de cada um, bem como ao pH da saliva, ao fluxo salivar e tipo de dieta, 0s quais
acarretam maior ou menor prevaléncia de determinadas espécies microbianas %% 1%,
Além disso, a flora bucal também poderéa sofrer alteracdes quando da presenca de
lesdo de carie ativa, a qual dependendo de sua localizacdo podera apresentar maior
predominancia de alguns patdgenos e menor de outros %2. Esse viés podera ser
solucionado quando a amostra estiver completa, uma vez que de acordo com a
literatura, grande é a susceptibilidade de Candida spp frente a PDI 3 5354 Em
contrapartida, para as cepas de Lc, a diferenga entre os grupos controle e experimental
foi muito pequena, sendo possivel que ela realmente ndo exista. Assim, esperamos
obter conclusdes mais definitivas apos a utilizacdo de uma amostra maior, permitindo
uma abordagem hierarquica por meio da qual poderemos inferir se o efeito da PDI é

igual ou diferente entre os individuos voluntarios.
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7 CONCLUSAO

Em funcdo dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. Embora a eficacia da PDI mediada pela CUR para reducdo de biofilmes
formados in vitro tenha sido comprovada, esta encontra-se diretamente
relacionada ao tipo de veiculo usado para a solubilizagdo do
fotossensibilizador. Adicionalmente, dentre as formulagdes testadas, a
veiculada no sistema denominado hidrogel acido oleico se mostrou

promissora para inativacao de cepas de Streptococcus mutans.

2. Nos estudos in vitro sobre corpos de prova confeccionados em resinas
compostas e esmalte dental bovino, a formulacdo de CUR veiculada no
sistema denominado hidrogel &cido oleico indica ndo possuir qualquer
potencial deletério sobre as propriedades de dureza, rugosidade e cor da
superficie de esmalte dental bovino, podendo, portanto, ser aplicada sobre
ela com seguranca. Em contrapartida, os resultados mostraram que,
dependendo do tipo de resina, é possivel haver algum efeito deletério frente
ao uso da PDI mediada por CUR veiculada no sistema hidrogel &cido
oleico, de modo que seu uso sobre superficies de restauracdes deve ser

indicado mais criteriosamente.

3. Os resultados encontrados no estudo piloto in situ mostraram que as
espéecies que cresceram em meio de cultura inespecifico e a espécie de
Streptococcus mutans parecem ser susceptiveis a PDI mediada por CUR
veiculada no sistema hidrogel acido oleico. Além disso, os dados sugerem
que a eficAcia da PDI sobre biofilme multiespécie seja diretamente
relacionado as particularidades de cada individuo, o que precisa ser mais

bem elucidado em estudos futuros.
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ANEXOS

ANEXO A

Campus de Araraquara
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

A%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp " 4{LI0 DE MESQUITA FILHO" ﬁ

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AVALIACAO DE
POSSIVEIS ALTERACOES NA ESTABILIDADE DE COR,
MICRODUREZA E RUGOSIDADE DE  MATERIAIS
RESTAURADORES RESINOSOS E SUPERFICIE DENTAL
APOS PDI MEDIADA POR CURCUMINA”, protocolo n° 13/2015, sob
a responsabilidade do(a) Prof(a). Dr(a). Livia Nordi Dovigo — que
envolve a utilizagdio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto 0 homem), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de
15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA em reunifio de

14/08/2015.
Vigéncia do Projeto | Julho/2016
Espécie/linhagem Gado Nelore
N° de animais 210 dentes
Peso/Idade 500 Kg — 5 anos
Sexo
Origem Mondelli Industria de Alimentos S/A.

Coordenador da CEU
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ANEXO B

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE QBroa e
ARARAQUARA - UNESP |

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Eficacia da Inativaca@o Fotodindmica mediada pela Curcumina sobre biofilme dental.

Pesquisador: Livia Nordi Dovigo

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 20420213.9.0000.5416

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP
Patrocinader Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 491.717
Data da Relatoria: 10/12/2013

Apresentagdo do Projeto:

O projeto intitulado "Eficacia da Inativagdo Fotodindmica mediada pela Curcumina sobre biofilme dental”
constitui um projeto de pesquisa original cujos resultados poderao indicar uma nova opg¢ao de tratamento
para controle do biofilme

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a eficacia da inativacao fotodinamica (PD!) mediada pela curcumina para eliminag&o do biofilme
dental

Avaliac@o dos Riscos e Beneficios:

s riscos estéo relacionados aos procedimentos referentes a etapa de exame clinico e moldagem dos
pacientes, fato este controlado por meio da utilizagdo de EPIs e instrumental autoclavado. Os beneficios
futuros da pesquisa relacionam-se a um melhor controle da microflora da cavidade bucal por meio de uma
terapia que ndo promova efeitos colaterais como os apresentados pela clorexidina (manchamento de lingua,
dentes e restauragdes, resisténcia microbiana e alteragdo no paladar

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
O projeto é de interesse para a comunidade cientifica com resultados que poderdo contribuir para a
elaboragdo de uma nova opgao de tratamento para controle do biofilme dental. Mediante as

Enderego: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: 1633-0164 Fax: 1633-0164 E-mail: cep@foar.unesp.br; mnagle@foar.unesp.br

Pégina01de 03



FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE QKoo
ARARAQUARA - UNESP |

Continuagao de Parecer: 491.717

solicitagGes, o pesquisador responsavel:

1) incluiu os pesquisadores colaboradores descritos no projeto de pesquisa no item “equipe de pesquisa" da
Plataforma Brasil;

2) adequou o item "Riscos e Beneficios”;

3) informou a procedéncia dos dentes bovinos dos quais serdo obtidos os fragmentos de esmalte para a
indugéo de formag&o do biofilme (Frigorifico Vangélio Mondelli LTDA, bovinos da raga Nelore, com cerca de
5 anos de idade e 250kg de peso limpo, tratados dentro de rigidos padrées de qualidade e rastreamento sob
fiscalizaga@o do Ministério da Agricultura - SIF No1758);

4) Incluiu a descri¢é@o para a coleta da saliva informando que haveréa descarte do material ao término da
pesquisa;

5) Adequou o TCLE

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os termos de apresentacdo obrigatéria sdo apresentados

Recomendagoes:

Apesar do TCLE apresnetar termos técnicos, o mesmo esta adequado ao conhecimento dos participantes
(estudantes de pés-graduacao e professores da FOAr UNESP)
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Projeto adequado a execucgdo

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto APROVADO em sess&o de 10 de Dezembro de 2013.

Enderego: HUMAITA 1680

Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: 1633-0164 Fax: 1633-0164 E-mail: cep@foar.unesp.br; mnagle@foar.unesp.br
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FACULDADE DE _
ODONTOLOGIA DE Qo
ARARAQUARA - UNESP o

Continuac&o do Parecer: 491.717

ARARAQUARA, 12 de Dezembro de 2013

e L/
Assinador por:
Mauricio Meirelles Nagle

(Coordenador)
Enderego: HUMAITA 1680
Bairro: CENTRO CEP: 14.801-903
UF: SP Municipio: ARARAQUARA
Telefone: 1633-0164 Fax: 1633-0164 E-mail: cep@foar.unesp.br; mnagle@foar.unesp.br
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ANEXO C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Anexo 1

Titulo da Pesquisa
Eficacia da Inativagéo Fotodindmica mediada pela Curcumina sobre biofilme dental.

Pesquisador Responsavel
Livia Nordi Dovigo

Eu, o "
Nacionalidade: , Estado Civil: , Profissao:
R.G n%: , CICICPF n°:

Enderego: ;
Telefone: ( ) ,declaro que entendi claramente os objetivos e a importancia

desta pesquisa que me foram explicados e esclarecidos abaixo. Estou ciente de como sera a
minha participacao na pesquisa, dos possiveis desconfortos que estarei exposto, de que ndo
terei remunerago pela participagdo na mesma e que poderei desistir da minha contribuigao
voluntaria em qualquer momento.

Objetivo da Pesquisa

Avaliar a eficécia da Terapia Fotodinamica para inativago de micro-organismos presentes em biofilmes
dentarios formados in situ na superficie de esmalte bovino.

Justificativa

Considerando a existéncia de relagdo direta entre placa bacteriana e desenvolvimento de carie dentaria,
a justificativa para este estudo ¢ verificar o efeito da Terapia FotodinAmica na diminuig4o quantitativa do
numero de micro-organismos presentes nos biofimes dentais, na intengdo de minimizar um dos fatores
responsaveis pelo aparecimento das lesdes de carie.

Procedimentos

Cada um dos participantes voluntérios selecionados cedera saliva ndo estimulada, que sera coletada em
tubos falcon estéreis de 50 mL no periodo da manh&, 2 horas apds a higienizagdo oral posterior ao
desjejum por um tempo de 10 minutos, sendo que a saliva coletada nos primeiros 5 minutos sera
descartada, armazenando-se somente a produzida nos Ultimos 5 minutos da coleta. O contetdo salivar
de cada participante da pesquisa sera devidamente lacrado e armazenado em geladeira até o momento
de seu uso. Posteriormente, os participantes voluntérios serdo moldados para a confecggo do dispositivo
intrabucal palatino, o qual contera discos de esmalte bovino, preparados a partir da superficie de dentes
bovinos (obtidos junto ao Frigorifico Vangélio Mondelli LTDA, bovinos da raca Nelore, com cerca de 5
anos de idade e 250kg de peso limpo, tratados dentro de rigidos padrdes de qualidade e rastreamento
sob fiscalizagdo do Ministério da Agricultura - SIF No1758.). Apds a obtengéo dos dentes, estes foram
esterilizados e os blocos de esmalte confeccionados e fixados nos dispositivos intrabucais, os quais serdo
utilizados pelo participante por 48 horas na finalidade de formagéo de biofilme dentario sobre os discos de
esmalte bovino. Cada participante recebera instrugdes escritas sobre a forma de utilizagdo do dispositivo
(periodos de uso e descanso) e sua adequada higienizagdo. Apos as 48 horas de utilizagdo, o
participante voluntario da pesquisa retornara & Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP/FOAr
para devolver o dispositivo e encerrar sua participagao na pesquisa.

Desconfortos e Riscos

Os possiveis riscos e desconfortos sofridos pelo participante da pesquisa se relacionam com a etapa do
exame clinico, moldagem e com a utilizagdo do dispositivo palatino. Durante a execugdo dos
procedimentos clinicos, os participantes da pesquisa utilizardo campo estéril sobre a regido do torax e
oculos de protecdo de forma a evitar contato de instrumentais e do material de moldagem com a pele e
regido ocular. Adicionalmente, o possivel desconforto promovido pelo ato da moldagem, como a nausea,
sera minimizado pelo posicionamento do encosto da cadeira odontoldgica em 90° e, no momento da
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moldagem, o pesquisador traconara a cabega do particpante para frente, de manekra que o material de
MMwMM.MMoMMommaW
ovpdahacmpwmm.mmmmMuuu
mmummeMMmMMmmm
utlizardo equipamentos de prolegdo individual (EPIs: jaleco, gorro, médscara, vas descartivels e oculos
mmn)mmammumawcmnmuam.mm
passardo por desinfecgao com solugdo antimicrobiana em spray de hipociorio a 1%, e, posterormente,
uma gaze umedecida com a solug3o serd mantida sobre o molde por 10 min para se prasseguir com a
elapa laboratorial de confecg3o dos disposibvos. Durante a fase laboratorial, tanto no momento da
confeccio dos dispositivos, Guanio na etapa microbiologica, os pesquisadores lomardo o cuidado de
Muemnmum.awammmammmxu
malerias manipulados no laboratério de microbiologia serdo autoclavados previamente ao seu descarte,
wnbnnnmmmwm”mm.m.mmdomamw,m
mmmmmnmmma-omw.ou
poderd ser evitado com a utilzagao dos procedimentos adequados para higienizaglo da cavidade bucal e
wm.mmuwummmmmmm
estranho no inferior da cavidade bucal, sendo semelhante a0 de um aparelho ortocddntico movel, Por esse
mofivo, durante 1000 o periodo da pesquisa, o participante lerd assisténcia imediata e integral, além de
acompanhamentos para verficar as condigbes do apareiho e da sua salde bucal. NBo existem relatos na
Meratura acerca da ullizagio dessa metodologia acaretar em aumento na incidéncia de care nos
particpantes. lsso provaveimente se deve 30 falo de que a soluclio de sacarose serd aplicada de forma
localizada sobre 0s blocos de esmalte com o dispostivo fora da cavidade bucal. no havendo contato
direlo da soluglo com os dentes ou mucosa do participants.

Forma de acompanhamento e assisténcia

QWMmmmadwanmwm
intrabucal, caso necessarno, a fim de minimizar qualquer desconforto.

Garantia de esclarecimento

ommmammmmmuwmmu
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados 3 pesquisa ainda que isso possa afetar
a vontade do participante em confinuar participando. Qualquer ddvida ou problema, o participante poderd
entrar em contato com os pesquisadores (Livia, Carolina) palos telefones:
Ted:16 ~ 3301-6552 (Sala Profa. Livia)

16 - 98114 3400 (Celular Carolina)

Se desejar, 0 pariicpanie também poderd entrar em contato com o Comité de Efica em Pesquisa da
Faculdade de Odonlologla de Araraquara pelo telefone 16 - 33016432

Formas de ressarcimento

mmmmmmmmmomampna
coleta das amostras conlidas nos dispositives.

Formas de indentzacio

Tmammmmmmuwgmmbama
m&u%aMWhhMM&uMMwmm
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, tém direito & indenizagso, por parte do pesquisador, do
patroanador e das instituighes envolvidas nas diferentes fases da pesquisa.



Garantia de sigilo

Os pesquisadores asseguram a privacidade do participante quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa.

Liberdade para se recusar em participar da pesquisa

A decisdo de fazer parte desta pesquisa ¢ voluntaria. O participante podera escolher se quer ou ndo
participar, assim como podera desistir de participar a qualquer momento.

Esta pesquisa é de responsabilidade da Profa. Dra. Livia Nordi Dovigo — UNESP. Como beneficio, os
participantes da pesquisa terao um auxilio indireto, ja que ao participar dessa pesquisa contribuirdo para
0 aumento no conhecimento de técnicas antimicrobianas e terdo oportunidade de reforcar o

conhecimento sobre autocuidado ja que receberéio um reforgo sobre técnicas adequadas de higienizagio
bucal.

Obrigado,

SUA ASSINATURA INDICA QUE VOCE DECIDIU PARTICIPAR DA PESQUISA COMO
VOLUNTARIO E QUE LEU E ENTENDEUTODAS AS INFORMACOES ACIMA EXPLICADAS.

Nome do voluntario Assinatura do voluntario

Parecer nimero: 491.717

Profa. Dra. Livia NordiDovigo
Pesquisador Responsavel

Data: )

ATENGAO: A SUA PARTICIPACAO EM QUALQUER TIPO DE PESQUISA E VOLUNTARIA.
EM CASO DE DUVIDA QUANTO AOS SEUS DIREITOS ESCREVA PARA O COMITE DE
ETICA EM PESQUISA DA FOAr-UNESP.

Enderego: Rua Humaita, 1680 / Bairro: Centro
CEP: 14801-903 - Araraquara, SP / PABX: (16) 3301-6300
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ANEXO AO TERMO DE CONSENTIMENTO - Anexo 2

INSTRUCOES ADS VOLUNTARIOS

No dia da coleta salivar e posterior moldagem para confecgdo do dispositivo intrabucal, o
participante voluntario devera seguir a seguinte rotina:

1 - Apbs tomar calé da manha e fazer sua higienizagio bucal habilual, devera
permanecer em jejum por 2 horas anles da coleta salivar, sendo somente permitido 3 ingestio
de agua. Antes do inicio do experimento, cada voluntario receberd um dentifricio, um frasco
mwsm-bam&mam.mbmmodm
intrabucal palatino, escova dental e o dispositivo intrabucal. As instrucbes fomecidas a cada
voluntanio seriio as sequintes:

INSTRUGOES GERAIS

- UTILIZAR APENAS O DENTIFRICIO E A ESCOVA DADOS PELO PESQUISADOR.

- NAO UTILIZAR COLUTORIOS, FIO DENTAL COM FLUOR, CLOREXIDINA.

- NAO UTILIZAR ALIMENTOS QUE POSSAM SER FONTE DE FLUOR COMO POR EXEMPLO
CHA PRETO E CHA VERDE.

—

- ] -
- O DISPOSITIVO DEVERA SER REMOVIDO,
= LAVADO COM ESCOVA SEM DENTIFRICIO E RETOMADO PARA A BOCA
IMEDIATAMENTE APOS A ESCOVAGAD
-VOCE PODE ESCOVAR TODO O APARELHO EXCETO A TELA PLASTICA QUE
COBRE OS BLOCOS DE ESMALTE.

S .
-NAO DENE QUE JATOS DE AGUA DA TORNEIRA ATINJAM DIRETAMENTE A TELA
PLASTICA QUE COBRE O$ BLOCOS DENTAIS. ISSO PODE CAUSAR PERDA DA PLACA
DENTAL ALl ACUMULADA.

- BEBER AGUA DE ABASTECIMENTO DE ARARAQUARA.

DORMIR COM O APARELHO:
<0 APARELHO SOMENTE PODERA SER REMOVIDO PARA FAZER REFEICOES. TOMAR
MEDICAMENTOS LIQUIDOS E PARA REALIZAR A HIGIENIZACAD BUCAL £ DO
DISPOSITIVO,
-£ PROIBIDO MASCAR CHICLETE E CHUPAR BALAS DURANTE O USO.
- QUANDO REMOVE-LO, ARMAZENA-LO NO PORTA-APARELHO COM GAZE UMIDA,
RECOBRINDO TODO DISPOSITIVO PARA NAD RESSECAR O BIOFILME;
- UTILIZAR 1 GOTA DA SOLUGAO DETERMINADA SOBRE CADA BLOCO DE ESMALTE 3
VEZES AD DIA NOS SEGUINTES HORARIOS: 08:00; 12:00; 21:00

- APOS GOTEIAR, AGUARDAR 5 MINUTOS ANTES DE COLOCAR O APARELHO
NOVAMENTE NA BOCA.

——
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Autorizo areproducéo deste trabalho somente apés 05/08/2018.

Direitos de publicacéo reservados ao autor.

Araraquara, 05 de outubro de 2016.

CAROLINA SANTEZI NETO



